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Mit dem AbschluB} des 279. Bandes hat Herr Prof. Dr. C. Neuberg 
seine Tatigkeit als Herausgeber der Biochemischen Zeitschrift ein- 
gestellt, die er im Jahre 1906, als noch junger Privat-Dozent, gegriindet 
und seither durch fast drei Jahrzehnte und unter zum Teil sehr sehwierigen 
Verhaltnissen geleitet hatte. Wenn in dem der Griindung der Zeitschrift 
vorausgehenden Rundschreiben an die Fachwelt ein Umfang von jahrlich 
zwei bis drei Banden in Aussicht gestellt war, so hat sich dieser Rahmen 
bald als viel zu eng erwiesen fiir ein Organ, das sich die Pflege der ge- 
samten reinen und angewandten Biochemie unter Mitarbeit in- und 
auslindischer Fachgelehrter zum Ziele gesetzt hatte. Die im Jahre 1908 
erfolgte Verschmelzung mit den von F. Hofmeister herausgegebenen 
, Beitrigen zur chemischen Physiologie und Pathologie“ fiihrte der 
Biochemischen Zeitschrift neue wertvolle Mitarbeiter zu, brachte aber 
gleichzeitig die Verpflichtung zur vermehrten Pflege klinischer und 
physiologischer Arbeitsrichtungen mit sich. Wenn auch der rasche 
Aufstieg der Biochemischen Zeitschrift teilweise der standig wachsenden 
Bedeutung und Beachtung der biochemischen Forschung zuzuschreiben 
war, so ist er doch ebensosehr der Initiative, der Geschicklichkeit und 
dem hohen wissenschaftlichen Ansehen von C. Newberg zu danken. 
Es ist ihm gelungen, auch wahrend des Krieges die Mitarbeit des 
neutralen Auslandes in einem erstaunlich hohen MaBe der Zeitschrift 
zu erhalten, nach dem Kriege abgerissene Bande sehr rasch wieder 
herzustellen und neue zu kniipfen. 

Die fachliche Richtung und der Aufgabenkreis dee Biochemischen 


Zeitschrift werden durch das Ausscheiden von C. Newberg keine wesent- 


liche Anderung erfahren. Verlag und Herausgeber bitten, der Zeitschrift 


das bisherige Vertrauen zu wahren und Manuskriptsendungen kiinftig 


ausschlieBlich an den Linksunterzeichneten zu richten. 


Der Herausgeber Die Verlagsbuchhandlung 
Prof. Dr. W. Grassmann Julius Springer. 
Dresden-A 24, WielandstraBe 2, 


Kaiser Wilhelm-Institut 
fiir Lederforschung. 
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in Beitrag zur Beleuchtung der hemmenden Wirkung yon Oxy- 
lationsmitteln auf proteolytische Enzymtitigkeit: Uber die Natur 
ler Einwirkung von Kaliumbromat und analogen Stoffen auf die 
Backfihigkeit des Weizenmehles, 1. 
Von 
Holger Jorgensen. 
(Mitteilung vom Laboratorium der A. G. Dansk Geerings-Industri, 
Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 27. Juni 1935.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 
Kinleitung. 


Ein in der modernen Weizenmiillerei auBerordentlich haufig an- 
gewandter Proze ist der Zusatz kleiner Mengen gewisser Oxydations- 
mittel zum Mehl. Der Zweck dieses Zusatzes ist der, die Backfaihigkeit 
des Mehles, dessen Fahigkeit, voluminése, grobe Brote zu geben, zu er- 
hoéhen. Gute Backfahigkeit ist eine Eigenschaft, die bei weitem nicht 
immer beim Mehl (Weizen) vorhanden ist, und es ist eine Tatsache, dab 
mancher Weizen, der sonst schwierig im Miihlenbetrieb zur Herstellung 
von Backereimehl verwendet werden konnte, verwendbar wird, wenn 
diese Zusatze vorgenommen werden. 

Die Oxydationsmittel, die in Frage kommen, sind vor allem 
Kaliumbromat, dann Ammoniumpersulfat und auBberdem Kaliumjodat 
und Natriumperborat, schlieBlich werden wohl auch ab und zu Salze 
dieser Halogensauerstoffsiuren oder Perséiuren mit anderen Alkali- 
metallen als den genannten verwendet. 

Persulfate scheinen diejenigen der genannten Oxydationsmittel zu sein, 
die zuerst Verwendung in der Miillerei fanden; ihre Verwendung ist Chas. 
W. Chitty und William Jago im Jahre 1911 (Engl. P. 2778/1911) patentiert 
worden. Wenige Jahre spiter, 1914, wurde die entsprechende Verwendung 
von Bromaten und Jodaten Kohman, Godfrey und Hoffman in Ver- 
bindung mit der Ward Baking Comp. (Engl. P. 1686/1915) patentiert. In 
dieser Patentschrift wird ausdriicklich angefiihrt, da Chlorate fiir den 
Zweck ungeeignet sind und da man ihre Verwendung nicht patentiert 
wiinscht; wir kommen im nachstehenden mehrere Male auf diese Frage 
beziiglich des Verhaltens der Chlorate zuriick. Im Jahre 1916 veréffent- 
lichten Kohman und Mitarbeiter tibrigens eine Abhandlung u. a. iiber die 
Verwendung von Bromat (1). SchlieBlich mui erwahnt werden, dali die 
Verwendung von Perboraten durch das D. R.-P. Nr. 431749 (Miihlenchemi 
G.m.b. H.) geschiitzt ist. 

Wenn es somit auch 20 bis 25 Jahre her sind, dafi mehrere dieser Stoffe 
zum ersten Male als Mehlverbesserungsmittel vorgeschlagen wurden, so ist 
die praktische Verwendung jedoch erst in den letzten 10 Jahren allgemeiner 
gebrauchlich geworden. Abgesehen von den Liandern, in welchen der Zusatz 
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solcher Mittel gesetzlich verboten ist, kann man sagen, da® ihre Verwendung 
auBerordentlich verbreitet ist. In einem Bericht iiber die 6ffentlichen Unter- 
suchungen von Lebensmitteln in Danemark 1933/34 (2) wird erwahnt, daB 
von 42 zufallig eingekauften Weizenmehlproben 38 entweder Bromat oder 
Persulfat oder sowohl Bromat als auch Persulfat enthielten. Wie in Dane- 
mark liegen die Verhaltnisse jedenfalls auch in Schweden, und auch in 
Deutschland sind die Verhaltnisse nicht viel anders: Walger schatzt im 
Jahre 1932 (3), daB in Deutschland etwa 73°, von allem Mehl mit diesen 
Oxydationsmitteln behandelt wird. Die verbreitete Verwendung, die diese 
Stoffe somit in der Miillerei gefunden haben, wird vollauf durch die aus- 
gezeichnete Wirkung, die diese Stoffe oft auf die Backfahigkeit ausiiben, 
und die gleich im nachstehenden naher beleuchtet werden wird, gerecht- 
fertigt. Ganz besonders scheint die Verwendung dieser Stoffe den Ubergang 
der Mihlenbetriebe zur Verwendung von einheimischem Weizen an Stelle 
von tiberseeischem Weizen, der in vielen Landern wahrend der wirtschaft- 
lichen Umwalzungen der letzten Jahre stattgefunden hat, erleichtert zu haben. 

Von allen den genannten Oxydationsmitteln gilt, daB nur ganz 
minimale Mengen dem Mehl hinzugesetzt werden diirfen. Wenn das 
Mehl iiberhaupt durch den Zusatz dieser Stoffe verbessert werden kann, 
so wird die maximale Wirkung mit Kaliumbromat in der Regel durch 
den Zusatz von ungefahr 2 g pro 100 kg Mehl erreicht, also !/ 5999 vom 
Gewicht des Mehles. Bei Ammoniumpersulfat werden etwas gréBere, 
aber immerhin noch sehr geringe Mengen verwendet; von Kaliumjodat 
hingegen werden wesentlich geringere Mengen benutzt. Mit diesen 
kleinen Zusatzmengen kann man oft das Volumen der Brote um 20, 30 
ja 50% erhéhen. Von allen diesen Stoffen gilt, daB man sich vor einer 
¥ ° = : - ‘ 
Uberdosierung hiiten muB; ein Zusatz von zu groBen Mengen verdirbt 
die Backfahigkeit mehr cder weniger vollstaéndig, und das Mehl kann 
sogar vollstandig ungeeignet zum Brotbacken werden. Namentlich 
bei K JO, ist der Unterschied zwischen der Menge, die eine groBe Ver- 
besserung der Backfaéhigkeit bewirkt, und der Menge, die die Back- 
fahigkeit vollstandig verdirbt, sehr gering. 

Nachfolgende Abb. la und 1b, 2a und 2b und 3, die Brote zeigen, die 
in der Versuchsbackerei der A. G. Dansk Gerings-Industri gebacken 





Abb. la. Bromat. 
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orden sind, illustrieren den Einflu8 einiger dieser Oxydationsmittel auf 
ie Backfahigkeit. 

Alle diese Brote sind in absolut identischer Weise hergestellt’ worden, 
ind die Zusammensetzung des Teiges weicht nur in bezug auf den Zusatz 





Abb. 1b. Bromat. 





Abb. 2a. Jodat. 





Abb. 2b. Jodat. 


der kleinen Mengen Oxydationsmittel voneinander ab. In allen Fallen ist 
bei den Abbildungen unter den Broten angegeben, wieviel Gramm des be- 
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treffenden Stoffes, als K BrO, berechnet, 100 kg Mehl zugesetzt worden sind. 
(Fiir die Brote Abb. la und 1b sind also 0, I'),, 3 bzw. 44), ¢ KBrO, pro 
lOO kg Mehl verwendet worden. Fiir die Brote Abb. 2a und 2b sind 0. 
214,0 214.0 214,0 
1! /, -—_—.,_ 38+ —— bzw. 4'/, « —— 
167,0 167.0 “- 167,0 
K JO, 214,0 und K BrO, 167,0.) 


g KJO, verwendet worden, da 





Abb. 3. Chlorat. 


Abb. la und Ib und ganz besonders Abb. 2a und 2b illustrieren das 
vorerwahnte Verhaltnis: daB eine Uberdosierung, die eine Verringerung des 
Brotvolumens oder vollstandige Zerst6rung der Backfaihigkeit bewirken 
kann, leicht stattfinden kann. Abb. 3 zeigt, daB die Wirkung des Kalium- 
chlorats auffallend schwach ist; hier ist weder eine Verbesserung noch Uber- 
dosierung deutlich zu erkennen. Diese eigentiimliche Sonderstellung, die 
das Chlorat hier einnimmt, ist ja bereits im englischen Patent 1686/1915 
(s. S. 1) von Kohman und Mitarbeitern erwahnt worden, und wir kommen 
spater oft hierauf zuriick. 

Das fiir die Brote Abb. 1 bis 3 benutzte Mehl war aus kanadischem 
Manitobaweizen Nr. | vermahlen; es enthielt 14,5°, Wasser, 2,15°, N und 
0,46 9, 
gewOhnlich vom ,,Danischen Weizenausschub** verwendeten. Teigzusammen- 
setzung: 560 ¢ Mehl, 7 g Salz, 5,6 g Zucker, 5 g Hefe, und Wasser nach der 
Absorptionsfahigkeit des Mehles, im vorliegenden Falle 332 cem. Hierzu 
kamen dann die verschiedenen kleinen Zusatze der Oxydationsmittel. 


Asche. Teigzusammensetzung und BackprozeB entsprachen der 


Die Teigtemperatur ist wahrend der ganzen Garung 30°, der Teig gart nach 
dem Kneten 90 Minuten, wird ,,gestoBen‘’, gart 30 Minuten, wird wieder 
gestoBen, gart wieder 30 Minuten und wird dann geformt, indem so viel 
vom Teig genommen wird, daB jedes geformte Teigstiick 750 g wiegt. Die 
geformten Teigstiicke giren dann 70 Minuten (,,letzte Gare’), worauf die 
Brote etwa 45 Minuten bei 225 bis 230° gebacken werden. Genau der hier 
beschriebenen Methode entsprechend sind alle in Abb. 1 bis 3 abgebildeten 
Brote hergestellt. 

Hinzuzufiigen ist noch, daB nicht die Backfahigkeit aller Mehl- 
sorten durch Zusatz dieser Oxydationsmittel so stark verbessert wird, 
wie bei dem Mehl, das fiir die Brote Abb. 1 bis 3 verwendet wurde. 
Hier scheint namentlich der N-Gehalt des Weizens (Mehles) von Be- 
deutung zu sein. Je proteinreicher ein Mehl ist, um so mehr kann in 
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er Regel die Backfahigkeit durch diesen Zusatz verbessert werden. 
lier kann auf friihere Abhandlungen des Verfassers [z. B. (4)] verwiesen 


verden. 


Wenn man die enorme Wirkung betrachtet, die der Zusatz dieser 
einahe homéopathisch kleinen Mengen Oxydationsmittel auf die Back- 
ahigkeit ausiiben kann, wie z. B. aus Abb. 1 und 2 ersichtlich, liegt es 
nahe zu fragen: Welcher Natur ist diese merkwiirdige Wirkung? Allzu 
groBes Interesse, diese Frage zu beantworten, hat sich allerdings in 
Miihlenfachkreisen nicht gezeigt, es sind aber doch im Laufe der 
Zeit einige Erklarungen versucht worden, die allerdings des 6fteren 
hvpothetischer Art und = ziemlich vager, kolloidchemischer Natur 
waren. Einige Beispiele der Art dieser Erklarungen, den neuesten 
Handbiichern auf dem Gebiete der Mehlechemie entnommen, folgen 
nachstehend : 


Der englische Mehlchemiker )). W. Kent-Jones schreibt im Jahre 1927 
in seinem bekannten Handbuch (5) S. 240: da Mehl wesentlich aus einer 
Mischung von komplexen, kolloidalen Stoffen besteht, und da die Back- 
fabigkeit des Mehles zweifellos mit dem speziellen kolloidalen Zustand ge- 
wisser Mehlbestandteile im Zusammenhang steht, besteht die Méglichkeit, 
da diese Mehlverbesserungsmittel wirken kénnen, da es ja wohlbekannt ist, 
daB der kolloidale Zustand von Stoffen durch Spuren von Elektrolyten 
beeinfluBt wird. S. 241 in demselben Handbuch wird dann folgendes an- 
gefiihrt (hier in Ubersetzung wiedergegeben): ..Die Erhéhung der Back- 
fahigkeit, die durch Spuren eines Mehlverbesserungsmittels erzielt wird, 
tragt zweifellos dazu bei, die Anwendung kolloidchemischer Theorien auf das 
Mehl zu unterstiitzen. Betrachten wir z. B. K BrO,. Dieser Stoff ist ein 
sehr wirksames Mehlverbesserungsmittel. Sein EinfluB auf den Teig, auch 
wenn es nur in einer Menge von 1 Teil zu 44000 Teilen Mehl verwendet 
wird, ist merkwiirdig. Es ist einleuchtend, da eine so winzige Menge eines 
Stoffes groBe chemische Mengen nicht beeinflussen kann, sie wiirde z. B. 
das Verhaltnis zwischen Glutenin und Gliadin im Mehl nicht nennenswert 
verandern kénnen. Es ist deshalb einleuchtend, da®B seine Wirkung kolloi- 
daler Art sein muB, denn in der Kolloidchemie kennt man ungezahlte Bei- 
spiele von sehr groBen physikalischen Veranderungen, die durch ver- 
schwindend kleine Mengen fremder Stoffe hervorgerufen sind.‘ 

In M. P. Neumanns groBem deutschen Handbuch (6) (1929) heiBt es 
8.520: Auch als Kohman dann die Anwendung dieser Stoffe als Backhilfs- 
mittel propagierte, stand ihm wohl vor allem die Garbeschleunigung als 
Wirkungsbereich dieser Stoffe vor Augen. Und in der Tat ist eine solche 
Wirkung gegeben; durch diese Salze mit leicht beweglichem Sauerstoff ist 
eine Garbeschleunigung, die sich entweder in verkiirzter Garzeit oder Hefe- 


ersparnis ausdriickt, méglich.* In seiner darauf folgenden Auseinander- 
setzung (l.c. S.523--526) betrachtet Newmann (1) die Wirkungen von 


Persulfat und (2) von Bromat und Jodat je fiir sich. 1. Persulfat. Hier 


erinnert Newmann daran, daf Ammoniumpersulfat in wasseriger Losung 
unter Bildung einer Saure, namlich saurem Ammoniumsulfat, hydrolysiert 
wird (als Lonenreaktion ausgedriickt: S,O% H,O -- 2807 2H + O). 
Diese Saure bewerkstelligt nun nach Newmann eine ,,hyvdrolytische 
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Verainderung oder Beeinflussung der kolloiden Mehlsubstanz‘, ein ProzeB®, 
der vielleicht zudem durch den Sauerstoff hatalysiert wird, den das Persulfat 
abgibt. Newmann gibt selbst zu, daB es merkwiirdig ist, daB so kleine Mengen 
Sauerstoff diese Beeinflussung der kolloiden Mehlsubstanz katalysieren 
kénnen. Mit den Mengen Persulfat, die in praxi verwendet werden, kommen 

so schreibt Newmann nur 1,2 cem Sauerstoff pro 100g Mehl, aber 
trotzdem ist eine soleche Wirkung nicht ohne Parallele: es sollen soleche bei 
gewissen Herstellungsweisen von léslicher Starke vorhanden sein. Newmann 
schlieBt also, daB die Wirkung des Persulfats von einem hydrolytischen 
Eingriff in den kolloiden Komplex herriihrt, verursacht durch das saure 
Ammoniumsulfat und beschleunigt durch den vom Persulfat abgegebenen 
Sauerstoff. 2. Die Wirkung von Bromat und Jodat will Newmann damit 
analog erkliren, daB diese Salze katalytisch Eingriffe férdern, z. B. im 
Stirkekomplex; was aber den Eingriff bewirkt, den der Sauerstoff dieser 
Salze katalysieren soll, dariiber findet man keine Erklarung bei Neumann, 
(Bei diesen Salzen entstehen namlich keine Saéuren, wenn der Sauerstoff 
abgegeben wird.) 

SchlieBlich méchte ich (in Ubersetzung) anfiihren, was in einem ganz 
neuen norwegischen Handbuch, namlich von Leif Larsen (1933), iiber diese 
Frage geschrieben wird (7) (S. 139): ,,Urspriinglich war es die Wirkung auf 
Hefe, die die Aufmerksamkeit auf diese Stoffe (oxydierende Salze) hinleitete. 
Sehr kleine Mengen iiben eine stark reizende Wirkung auf die Hefe aus und 
spornen sie zu kraftigerer Kohlensdureentwicklung an. Erst spater wurde 
man auf die iiberaus giinstige Wirkung aufmerksam, die diese Stoffe auf die 
Proteinstoffe ausiiben. Lhre Wirkung halt man hier fiir dieselbe wie die 
Wirkung der Nachreife auf die Proteinstoffe. Sie besteht bekanntlich darin, 
da®B die Proteinstoffe unter Abgabe von Wasser in die feste Form iibergehen, 
die spiter eine so gute Quellfaihigkeit zeigen. Eine andere Erklairung geht 
darauf hinaus, daB die Salze den Abbau der Proteinstoffe hemmen, der im 
Teig vor sich geht. Ubrigens darf man ruhig sagen, daB man mit Bezug auf 
die Wirkung dieser Salze nicht ganz sicher ist, man weiB nur, daB sie wirken.** 

Wie ersichtlich, ist in diesen Zitaten aus bekannten Handbiichern 
eine recht bunte Reihe von Erklarungsméglichkeiten aufgerollt. Ge- 
meinsam fiir alle diese Erklarungen ist indessen die Tatsache, daB sie 
alle ‘in hohem Grade auf Betrachtungen und Spekulationen aufgebaut 
sind und daB — soweit der Verfasser dies konstatieren konnte 
keine konkreten experimentellen Fakta den Erklérungen zugrunde 
liegen. Hierdurch wird ja auch verstaéndlich, da diese so stark von- 
einander abweichen. Soweit ersichtlich, ist die einzige Experimental- 
arbeit von Bedeutung, die zur Aufklarung der Frage iiber die Natur 
der Kinwirkung dieser Oxydationsmittel auf die Backfaihigkeit des 
Mehles vorliegt, eine sehr umfassende und griindliche Arbeit, die von 
dem kanadischen Forscher W. F.Geddes im Jahre 1930 (8) veréffent- 
licht wurde, und der im Jahre 1933 eine andere groBe Arbeit von 
Geddes und R. K. Larmour (9) folgte. 

Es ist die Wirkung des Kaliumbromats, mit der sich Geddes besonders 


beschaftigt (sowie mit dem EinfluB, den die Erwarmung von Mehl auf die 
Backfahigkeit ausiibt; mit diesem Punkt wollen wir uns aber hier nicht 
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schaftigen). In der Abhandlung (8) geht Geddes von der Tatsache aus, 
aB die Backfaihigkeit eines feinen, wenig ausgemahlenen (d. h. asche- und 
‘halenarmen) Mehles (sogenannten ,,5th midlings**) gar nicht oder in nur 
eringem Grade durch Bromatzusatz verbessert wird, wahrend die 
Backfahigkeit eines weniger feinen, mehr ausgemahlenen Mehles (sog. 
straight flour‘'), aus demselben Weizen hergestellt, durch Zusatz von 
jromat stark verbessert wird. Da nun das feine Mehl, das nicht durch 
sromat verbessert wird, ganz zweifellos weniger Aeimbestandteile enthalt 
ils das weniger feine Mehl, das verbessert wird, kam Geddes auf den Ge- 
danken, da es die Keimbestandteile sind, auf die das Bromat einwirkt. Geddes 
zeigt weiter durch Experimente, da® die Backfahigkeit des erwahnten feinen 
Mehles (5th midlings) in hohem Grade verringert wird, wenn man Weizen- 
keime (5°, vom Gewicht des Mehles) in das Mehl einmischt, bevor es ver- 
backen wird, da aber die Verringerung der Backfahigkeit ganz vermieden 
werden kann, wenn man auBer dem Keim auch Bromat dem Mehl hinzusetzt. 
Geddes versucht dann zu erforschen, auf welche Keimbestandteile das Bromat 
einwirkt, und durch eine Reihe von Backversuchen mit atherextrahiertem 
Mehl kommt Geddes zu der Vermutung, daB es atherlésliche Bestandteile 
im Keim, naiher bezeichnet Phosphatide, sind, die bewirken, daB der Keim- 
zusatz zum Mehl dessen Backfahigkeit verringert, so daB also die Phosphatide 
diejenigen Keimbestandteile sind, auf welche das Bromat einwirkt. Es 
verdient erwahnt zu werden, dali Geddes an zwei Stellen seiner Abhandlung (8) 
(S. 196 u. 211) ausdriicklich die Moéglichkeit abweist, daB der Gehalt des 
Keimes an Proteasen eine Rolle in diesem Zusammenhang spielen kénnte. 
Aus Geddes’ und Larmours Arbeiten vom Jahre 1933 (9) bemerkt man 
besonders, da diese Forscher (unter Mitarbeit von S. . Brockington) durch 
Versuche zeigen, daB K BrO, keinen EinfluB auf die CO,-Entwicklung der 
Hefe ausiibt. Aus einer Tabelle der Abhandlung (9) folgt nachstehend in 
Tabelle I ein kleiner Auszug. 


Tabelle I. (Auszug aus Geddes’ und Larmours Arbeit.) 





CO, in 4 Std. von der 


Hefe in der Brotvolumen 
25g Mehl entsprechenden entsprechend 25g Mehl V Jer 
beg oe - ~~ . ae - ergriberung 
leigmenge entwickelt Erhéhung der a Brot- 


1Og-E *k- 
C Og-Entwick volumens 


Mehl mit 0,001 °/, lung infolge infolge des 
Bromat (vom des Bromat- : Bromat- 
ohne Gow cht le zusatzes ohne mit 0,001 ° » bempanae 
Bromat 7 Mehles). 7 Bromat Bromat peak coin 
Nr. eem eem ecm eem ecm eem 
1 331 339 +8 133 149 + 16 
2 368 363 —5 100 130 4. 30 
8 392 396 +4 124 144 + 20 
4 309 305 4 129 158 + 29 
5 327 322 —5 83 93 + 10 


Hier hat der Zusatz von K BrO,, was die CO,-Entwicklung betrifft, 
ganz zufallige kleine Ausschlige mit wechselndem Vorzeichen bewirkt. 
Demgegeniiber steht in allen Fallen eine deutlich positive VergréBerung 
des Brotvolumens, und Geddes und Larmour schlieBen dann aus diesen und 
mehreren entsprechenden Resultaten, daB der Zusatz von K BrO, nicht die 
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CO,-Entwicklung der Hefe beeinfluBt, hingezen aber das Gashaltungs- 
vermogen der Teighautchen (gas retaining capacity) erhdht. 

Aus dem Schlu®B dieser Abhandlung (9), S. 68, scheint hervorzugehen, 
da’ Geddes und Larmour dem EinfluB der Oxydationsmittel auf die Phospha- 
tide jetzt weniger Bedeutung beilegen als Geddes dies urspriinglich in seiner 
Abhandlung (8) tat; Geddes und Larmour meinen, daB vielleicht eher von 
einer direkten und spezifischen Lonenwirkung auf die Kleberproteine die 
Rede sein kann. (Hiernach sollten diese Oxydationsmittel nicht wirken, 
weil sie Oxydationsmittel sind, sondern weil sie Elektrolyte sind; man 
nahert sich also hier der von Kent Jones gegebenen, hier S. 5 referierten 
Erklarung.) Der Grund dafiir, daB Geddes und Larmour dariiber im Zweitel 
sind, ob diese Stoffe wirklich als Oxydationsmittel wirken, muB in 
einigen Versuchen gesucht werden, die einer ihrer Schiiler, H. H. Saun- 
derson jr., ausgefiihrt hat. Bei diesen Versuchen fanden auBer K BrO, auch 
andere Oxydationsmittel Verwendung, z. B. KJO, und KCIO,. Die Ver- 
suche waren also ahnlicher Art wie die vom Verfasser ausgefiihrten, in 
Abb. 1 bis 3 illustrierten Versuche. Aus der betreffenden Abhandlung von 
Saunderson (10) méchten wir schlieBlich in Ubersetzung einen kleinen 
Abschnitt anfiihren: ,,Die Wirkung von Chloraten, Bromaten und Jodaten ist 
besonders interessant in Anbetracht der Anschauung, da diese Stoffe als 
Oxydationsmittel wirken. Das Kaliumchlorat wird am leichtesten gespalten, 
das Kaliumjodat am schwierigsten, wahrend Kaliumbromat eine Zwischen- 
stellung einnimmt. Da diese Mehlverbesserungsmittel in einer Menge 
von je 0,001 g Kaliumbromat pro Brot hinzugesetzt waren und in 
hiermit aquivalenten Mengen (mit Riicksicht auf Sauerstoff) beziiglich 
der beiden anderen Stoffe, sollten sie proportional zu der Leichtigkeit 
wirken, mit welcher sie gespalten werden, falls ihre Wirkung davon herriihrt, 
dai sie als Oxydationsmittel wirken. Da die Stoffe indessen nicht in dieser 
Reihenfolge wirken, ist einiger Grund vorhanden anzunehmen, daB die 
Oxydation nicht die einzige oder auch nur die wichtigste der Wirkungen 
dieser Stoffe ist.** 

Geddes’ und Larmours Arbeiten sind seit threm Erscheinen, soweit 
ersichtlich, kaum einer Kritik unterworfen worden. Es kann erwahnt 
werden, daB Natalie P. Kosmin in einer im Jahre 1934 ver6ffentlichten 
Abhandlung (11) Zweifel tiber die Richtigkeit von Geddes’ Phosphatid- 
hypothese ausgesprochen hat. Kosmin hat Kleber aus entfettetem 
aitherextrahiertem Mehl unter Verwendung von Lésungen verschiedener 
Oxydationsmittel hergestellt und konstatiert, daS diese Oxydationsmittel, 
trotzdem das Mehl entfettet war, gewisse charakteristische Veranderungen 
im Aussehen des Klebers hervorriefen. 

Im vorstehenden ist versucht worden, in gréBter Kiirze die Mannig- 
faltigkeit der widersprechenden Anschauungen zu referieren, die be- 
ziiglich der merkwiirdigen Wirkung, die winzige Mengen Oxydations- 
mittel auf die Backfahigkeit des Weizenmehles ausiiben kénnen, 
herrschen. 

An der Lésung dieses wichtigen cereal-chemischen Problems arbeite 
ich mit Unterbrechungen schon seit vier Jahren, und ich glaube, die 
nun abgeschlossenen Versuchsergebnisse ver6ffentlichen zu kénnen, da 
sie, meiner Meinung nach, das wesentliche der Bromatwirkung (und 
analoger Wirkungen) klarlegen. 
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Obzwar die Resultate in erster Linie technisches Interesse haben, 
bieten sie gleichzeitig ein gewisses allgemein biochemisches Interesse, 
so daB eine Veréffentlichung an dieser Stelle wohl gerechtfertigt er- 
scheint. 

I, 

Unter den Hypothesen, die zur Erklarung der Wirkung von 
Oxydationsmitteln auf die Backfahigkeit des Mehles aufgestellt 
und die 8.5 bis 8 referiert wurden, ist die Hypothese, daB diese Oxy- 
dationsmittel die Hefe zur kraftigeren CO,-Entwicklung anregen 
sollten, eine derjenigen, die sich am leichtesten experimentell nach- 
priifen laBt. 

Es ist nicht besonders schwierig, die in einem gérenden Teig ent- 
wickelte CO,-Menge mit ziemlicher Genauigkeit zu messen; an Mes- 
sungen, die das vorliegende Problem beleuchten kénnten, habe ich in 
der Literatur aber nur die von Geddes und seinen Mitarbeitern aus- 
gefiihrten Messungen gefunden, von denen ein Auszug in der Tabelle I, 
S.7 unten, wiedergegeben ist. Die Resultate dieser Messungen waren ja 
sehr ungiinstig fiir die Hypothese beziiglich der Wirkung der Oxy- 
dationsmittel auf die Hefe, indem es sich zeigte, daB K BrOg, auf die 
CO,-Entwicklung keinen EinfluB ausiibte. Ich verwende fiir CO,- 
Messungen in Teigen eine nur wenig modifizierte Form eines urspriing- 
lich von Jago und Jago (12) beschriebenen Apparats. Im ,,Experi- 
mentellen Teil‘‘ (S. 22) ist unter Versuch 1 eine Beschreibung dieses 
Apparats und des von mir verwendeten Verfahrens gegeben und weiter in 
den Tabellen IV bis VII, S. 25 bis 26, die Resultate einer groBen Anzahl 
Messungen der CO,-Entwicklung in Teigen wiedergegeben, die teils 
ohne Zusatz, teils mit Zusatz von Bromat, Chlorat, Jodat, Persulfat 
und Perborat hergestellt waren. Die Zusatze wurden in der GréBen- 
ordnung verwendet, die den in der Praxis verwendeten Mengen ent- 
spricht. Diese Resultate, die unter Versuch 1 wiedergegeben sind, 
zeigen mit Sicherheit 1. als Bestaétigung der von Geddes erreichten 
Xesultate, daB Bromat die Garung nicht stimuliert und weiter 2., dab 
auch Jodat, Chlorat und Perborat nicht die Garung stimulieren und 
endlich 3., da8 Ammoniumpersulfat die Garung nicht stimuliert, so- 
lange der Stoff nicht in sehr groBen Dosen (gréBer als die in der Praxis 
normalerweise benutzten) verwendet wird, und daf die Stimulierung, 
die man dann beobachtet, daher stammt, daB der Stoff eine Ammonium- 
verbindung ist und nicht daher, daB er ein Oxydationsmittel ist. Weiter 
ist nachgewiesen: 4., daB selbst, wenn so grobe Dosen Ammonium- 
persulfat verwendet werden und eine gewisse Stimulierung der CO,- 
Entwicklung eintritt, die Verbesserung der Backfahigkeit durch Am- 
moniumpersulfat doch nicht als eine ausschlieBliche oder auch nur wesent- 
liche Folge der etwas erhéhten CO,-Entwicklung erklart werden kann. 

1 - 
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Ine Hypothese, dap diese Oxydationsmittel auf die CO,-Entwicklung 
der Hefe cinwirken und hierdurch eine Verbesserung der Backfahigkeit 
hervorrufen soliten, halt also einer experimentellen Priifung nicht 
Stand und ist zu verwerfen. 


Il. 


Wenn man also die Hypothese beziiglich der Einwirkung dieser 
Oxydationsmittel auf die CO,-Entwicklung verwerfen mubB, an welche 
der anderen vorgebrachten Hypothesen soll man sich dann wenden ? 
Soll man sich der einzigen Hypothese, fiir welche eine experimentelle 
Begriindung vorliegt, namlich Geddes’ S. 7, wiedergegebener Hypo- 
these, da die Oxydationsmittel auf die Phosphatide des Mehles ein- 
wirken, anschlieBen ? 

Hierzu ist zu bemerken, da man auch bei kritischer Einstellung gegen- 
iiber der Abhandlung von Geddes (8) seinen experimentellen Nachweis, 
daB das Bromat auf die Keimbestandteile einwirkt, iiberzeugend finden muf. 
Bedeutend weniger tiberzeugend wirkt hingegen seine Argumentation, daX 
das Bromat unter den Keimbestandteilen gerade auf die Phosphatide ein- 
wirkt. Allerdings zeigt Geddes, daB, wenn ein Mehl, das stark durch Bromat 
verbessert wird, mit Ather extrahiert wird, wodurch die Phosphatide entfernt 
werden, die Fahigkeit dieses Mehles, durch Bromatzusatz verbessert zu werden, 
stark verringert wird; andererseits kann man aus der betreffenden Tabelle 
in Geddes’ Arbeit (8), S. 199, ersehen, daB die Fahigkeit des Mehles, durch 
Bromatzusatz verbessert zu werden, keinesfalls ganz in dem atherextra- 
hierten Mehl verschwunden ist. Ein anderer schwacher Punkt liegt in einem 
Experiment, das Geddes ausgefiihrt hat (8), S. 206, bei welchem dem Teig 
fremde Phosphatide zugesetzt wurden (Wercks Lecithin ex ovo). Wenn die 
Phosphatide wirklich so hemmend auf die Backfaihigkeit einwirkten, so 
miiBte die Backfahigkeit ja hierdurch verringert werden; bei Geddes’ Ver- 
suchen aber hat der bloBe Zusatz von Lecithin zum Mehl (1°, vom Gewicht 
des Mehles) die Backfahigkeit des Mehles erhéht. Geddes scheint selbst nicht 
gesehen zu haben, da®B dies Versuchsresultat seine Phosphatidhypothese 
schwacht. 


‘Es ist also — meiner Meinung nach — nicht notweadig, Geddes’ 
Hypothese betreffs der Einwirkung auf die Phosphatide anzuerkennen. 
Die Beobachtungen, die mich dazu veranlaBten, die Wirkungen des 
Bromats und analoger Stoffe in einer ganz anderen Richtung als 
der von Geddes angegebenen zu suchen, waren folgende: 


Im Februar 1931 fiihrte ich eine Reihe von Extraktionsversuchen mit 
Weizenmehl unter Verwendung verschiedener Lésungsmittel aus |.Methode: 
30g Mehl + 200cem Fliissigkeit; Temperatur 27° (Wasserthermostat). 
Um Bakterienwachstum zu vermeiden, waren 2 cem Toluol hinzugefigt. Die 
Flaschen, in denen sich das Mehl und die Fliissigkeit befanden, wurden von 
Zeit zu Zeit mit der Hand geschiittelt; nach beendeter Extraktion wurde 
zentrifugiert und der N-Gehalt in 20cem des Zentrifugats festgestellt.] 
Bei diesen Extraktionsversuchen beobachtete ich dann, da bei der 
Extraktion mit Wasser oder einer verdiinnten KCIO,-Lésung etwas mehr 
N gelést wurde, als wenn mit einer entsprechenden K BrO,- oder KJ O,- 
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Losung extrahiert wurde. Tabelle Il zeigt die Resultate eines dieser 
Versuche. 

Diese Resultate zeigen eine deutliche Depression in der Léslichkeit der 
N-Verbindungen des Mehles, wenn dem Wasser minimale Mengen von 
KBrO, und KJO, hinzugesetzt sind, aber keine Depression, wenn dem 
Wasser KCIO, hinzuge- 
setzt ist. Hier zeigt sich 
also eine deutliche Paral- 
lele zu den Verhaltnissen 


Tabelle Il. Extraktionszeit 24 Stunden. 


Umschiitteln mit der Hand von Zeit zu Zeit. 





bei den Backversuchen: 2cem Toluol hinzugesetzt. 
K BrO, und KJO, wir- 
ken, KCIO, wirkt nicht mg N in 20¢em 
oder beinahe nicht. In- Extrakt 
dessen zeigte sich bei . , , Mehl Mehl 
eee Pe : ~Xtraktionsmitte Nr. 89/30 Nr. 99:30 
diesen Versuchen, von (1,46 0 “N (2,39 9/, N 
welchen ein einzelner in Trocken-' in Trocken- 
j Ts alle iederve- substanz substanz 
in Tabelle II bei de sia des Mehles) des Mehles) 
geben ist, der eigentiim- 
liche Umstand, daB sich Wasser ....... 7,86 10,73 
die Resultate nur sehr 0,000 239 mol. KCIOs . 7.90 10,67 
schlecht reproduzieren 9,090 239 mol. KBrOs . 7,02 10,21 
lieBen. Ich schrieb wie 0,000 239 mol. KJ Os 7,47 9,90 


es sich zeigte, mit Recht 

diese schlechte Reproduzierbarkeit der Ursache zu, da ein Umschiitteln der 
Flaschen mit der Hand von Zeit zu Zeit eine zu schlecht reproduzierbare 
Manipulation ist. Es wurde deshalb ein Wasserthermostat, mit einer Rotations- 
einrichtung versehen (Beschreibung im experimentellen Teil unter Versuche 2 
bis 4, 8.26) angeschafft, so daB die Flaschen mit Mehl und Extraktionsmittel 
wihrend der ganzen Extraktionszeit in definierter Weise rotieren konnten. 
Die Reproduzierbarkeit der Resultate wurde hierdurch ausgezeichnet, nun 
konnte man aber merkwiirdigerweise keine durch K BrO, und KJ O, hervor- 
gerufene Depression der N-L6éslichkeit mehr beobachten. 

Nach vielen Experimenten bin ich zu der Anschauung gekommen, 
daB die Ursache dieser merkwiirdigen Verhaltnisse darin zu suehen ist, 
daB das Toluol auf die Léslichkeit der EiweiBstoffe im Mehl einwirkt 
und natiirlich um so kraftiger, je griindlicher die Bewegung der Mehl 
Wasser—Toluol-Suspension wihrend der Extraktionszeit  erfolgt. 
Speziell verringert das Toluol offenbar die Léslichkeit derjenigen Eiweib- 
stoffe, deren Léslichkeit durch KBrO, und KJO, vermindert wird. 

% ° y 4° ° Mm , . = : 

Uber die Natur der Einwirkung von Toluol auf die Léslichkeit 
der EiweiBstoffe des Mehles kann gesagt werden, dab sie jedenfalls 
zum Teil daher riihren kann, daB Toluol die Eiweibstoffe des Mehles 
aus ihren wasserigen Lésungen /dllt. 

Bei solehen Extraktionsversuchen mit Mehl ist das T'olwol also ein 
absolut ungeeignetes Konservierungsmittel. Will man indessen die Extraktion 
iiber einen langeren Zeitraum erstrecken, so kann man den Zusatz eines Kon 
servierungsmittels nicht entbehren. Bei einer Extraktion von 24 Stunden 
Dauer, ja sogar bei wesentlich kiirzerer Extraktion, erhalt man unweigerlich 
Bakterienwachstum in der Mehl—-Wassersuspension, falls kein Konser- 
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vierungsmittel hinzugesetzt worden ist. Es zeigte sich indessen, da bei 
einer zweistiindigen Extraktionszeit bei 35° kein Bakterienwachstum ! 
erfolgt, selbst wenn keine Antiseptica hinzugesetzt wurden. Bei einer 
solchen zweistiindigen Extraktion des Weizenmehls mit Wasser ohne Zusatz 
von Konservierungsmitteln findet man dann, dafi kleine Mengen von K BrO, 
und K JO, aber nicht KClO, deutlich die Léslichkeit des Mehl-N ver- 
mindern. 

Die Versuche 2, 3 und 4 im ,,Experimentellen Teil‘ illustrieren die hier 
beschriebenen Verhaltnisse: Aus Versuch 2 (S. 26) erkennt man die starke 
Wirkung, die das Toluol auf die Léslichkeit der EiweiBstoffe des Mehles 
in Wasser ausiibt; weiter zeigt dieser Versuch, daw Toluol einige der 
wasserléslichen EiweiBstoffe des Mehles fallt (bindet). 

Aus Versuch 3 (Tabelle VIII, S. 28) ersieht man, daB bei Abwesenheit 
von Toluol K BrO, und KJ QO, nicht aber K CIO, eine deutliche De- 
pression in der Léslichkeit des Mehl-N verursachen; K JO, wirkt starker 
als K BrQ,. 

Versuch 4 ist eine Wiederholung des Versuchs 3, nur unter Zusatz von 
Toluol; man sieht (Tabelle VIII, S. 28), daB die léslichkeitvermindernde 
Wirkung von K BrO, und KJ O, verwischt oder jedenfalls stark vermindert 
wird, wenn Toluol hinzugesetzt ist. 

Als Resultat der in diesem Abschnitt II erwaihnten Versuche 
kann also festgestellt werden, dab, wenn man Weizenmehl mit wasserigen 
Lésungen extrahiert, denen kleine Mengen von KC1O3, K Br QO, oder KJ O, 
hinzugesetzt sind, und diese Versuche in einer solchen Weise ausfiihrt, 
daB man einerseits kein Bakterienwachstum erhalt, andererseits auch 
nicht durch die Verwendung von Toluol als Antisepticum die Léslich- 
keit der Mehlproteine andert, so beobachtet man, dab K BrO, und K JO, 
aber nicht K ClO, eine deutliche Depression der Léslichkeit des Mehl-N 
hervorrufen. 

Die Wirkungen von KClO,, KBrO, und KJO, bei diesen Ex- 
traktionsversuchen gehen vollkommen parallel] mit der Wirkung dieser 
Stoffe auf die Backfaihigkeit des Mehles, und diese Tatsache muB not- 
wendigerweise dazu fiihren, dag man die Erklarung fiir die Einwirkung 
diesér Stoffe auf die Backfaihigkeit in einer ganz anderen Richtung 
sucht als der von Geddes angegebenen. 


Hil. 

Wie soll man es sich erkliren, daB diese Stoffe, K BrO, und KJ Os, 
die gerade backfahigkeitsverbessernd wirken, die Léslichkeit des Mehl-N 
herabsetzen? Kann von spezifischen antipeptisierenden Wirkungen 
der BrOQ,- und JO,-Ionen die Rede sein? Zwar beobachtet man, wenn 
man Extraktionsversuche mit Mehl unter Zusatz von kleinen Mengen 

' Fir gute Ratschlage und bereitwillige Hilfe bei Untersuchungen 
iiber das Bakterienwachstum in Mehl—Wasser-Suspensionen bin ich Herrn 
Dipl.-Ing. K. Erik Jensen (A. G. Dansk Gerings-Industri) sehr zu Dank 
verpflichtet. 
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verschiedener Salze ausfiihrt, Wirkungen, die man schwer auf andere 
Weise erklaren kann, als dab es spezifische lonenwirkungen sein miissen ; 
ich habe aber standig, seitdem ich vor vier Jahren die in der Tabelle I 
wiedergegebenen Resultate fand, mein Augenmerk darauf gerichtet, 
ob diese Depressionen nicht teilweise auf eine gehemmte Enzymwirkung 
zuruckgefiihrt werden kénnen. 

DaB die Léslichkeit eines im Mehl enthaltenen Stoffes mit einer 
Enzymwirkung in Verbindung gesetzt werden kann, mu insofern 
einem Cereal-Chemiker natiirlich vorkommen, als man aus Versuchen, 
die von L. A. Rumsey (13) im Jahre 1922 veréffentlicht wurden, weiB, 
daB die recht groBe Menge von reduzierendem Zucker, die in wasserigen 
Extrakten des Mehles vorhanden ist, gar nicht vorher im Mehl vor- 
handen ist, sondern erst waihrend des Extraktionsprozesses dadurch 
gebildet wird, da die Diastase des Mehles auf die Starke des Mehles 
einwirkt und etwas von dieser Starke in reduzierende Zucker ver- 
wandelt. Wenn man nun analog die durch Versuch 3 konstatierten, 
von KBrO, und KJOg, hervorgerufenen Depressionen in der Léslich- 
keit des Mehl-N mit einer Enzymwirkung in Verbindung setzt, so 
kommt man zu dem Resultat, daB KBrO, und KJO, die Wirkung 
der proteolytischen Enzyme des Mehles hemmend beeinflussen miissen. 
Hieraus ergibt sich die Theorie, daB die starke Wirkung, die diese 
Oxydationsmittel auf die Backfihigkeit des Weizens ausiiben, daher 
stammt, dap diese Stoffe die proteolytischen Enzyme des Mehles hemmen. 

Ich habe mir, wie erwahnt, vier Jahre hindurch standig diese 
Theorie als die wahrscheinlich richtige vor Augen gehalten, es war mir 
aber doch klar, daB Versuchsresultate, wie die in Tabelle VIII, S. 28 
angefiihrten, nicht alle von der Richtigkeit dieser Theorie tiberzeugen 
wiirden, sondern da’ wohl die meisten diese Resultate als speajfische 
antipeptisierende Wirkung der BrO,- und JQ,-Ionen erklaren wiirden. 

Erst eine Abhandlung von Th. Bersin und W. Logemann (16) gab mir 
die Anregung, zu versuchen, die Beweise fiir die vorgenannte Thieorie! 
zu vermehren und zu verstérken. In ihrer Abhandlung (16) heben 
Bersin und Logemann die eigentiimliche Sauerstoffempfindlichkeit 
hervor, die die prosthetischen (aktiven) Gruppen des Papains besitzen, 
und man findet in der Abhandlung eine Beschreibung von Versuchen, 
bei welchen Papain durch den EinfluB kleiner Mengen H,O, inaktiviert 
wird — die Fahigkeit verliert, Gelatine zu spalten. Diese Arbeit 
veranlaBte mich, zu versuchen, ob kleine Zusiatze der Backfahigkeit- 
verbesserungsmittel K BrO,, KJ O,, Na BO, usw. das Gelatinespaltungs- 
vermoégen des Papains beeinflussen konnten. 

1 Bersin u. Logemanns Arbeit wurde mir bekannt durch ein von 


Herrn Dr. F. Lipmann im Carlsberg Laboratorium im Oktober 1933 
erstattetes Referat der Abhandlung (16). 
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Es zeigte sich nun (Versuch 6, Exp. Teil, 8.29), dap kleine Mengen der 
Mehlverbesserungsmittel K BrOs, K J Os, (NH4),S,0, und Na BO,.4H,O 
die Gelatinespaltungsfahigkeit des Papains hemmen in vielen Fallen 
direkt lahmen konnten. Hingegen war KClO3, das auch kein Mehl. 
verbesserungsmittel ist, unwirksam. 

Dieser Parallelismus zwischen der hemmenden Einwirkung der 
Oxydationsmittel auf Papain und ihre Verwendbarkeit als Back- 
fahigkeitverbesserungsmittel ist — so scheint es mir — ein entscheidendes 
Argument fiir die Richtigkeit der vorerwahnten Theorie: daB die Ein- 
wirkung der Oxydationsmittel auf die Backfahigkeit des Weizenmehles 
daher rihrt, daB sie die proteolytischen Enzyme des Mehles hemmen 

Versuch 6 (Exp. Teil, S. 30) ist eine weitere Stiitze fiir diese Theorie. 
Versuch 6 ist wie Versuch 3 ein Extraktionsversuch mit Weizenmeh| 
und es wurde dasselbe Mehl verwendet wie in Versuch 3; nur ist bei 
Versuch 6 der Gehalt dieses Mehles an proteolytischen Enzymen kiinst- 
lich vergr6éBert, indem dem Mehl Papainpulver beigemischt wurde. 
Man findet nun in Versuch 6 (Tabelle VIII, S. 28) dieselbe Wirkung 
von KBrO; und KJQO, auf die Léslichkeit des Mehl-N wie in Ver- 
such 3 (Tabelle VIII, 8.28); nur ist in Versuch 6 die Depression viel 
groBer als in Versuch 3, ganz offenbar, weil das Mehl in Versuch 6 
proteolytischer ist, als das Mehl in Versuch 3. 

Chlorat tibt weder in Versuch 3 noch in Versuch 6 eine Léslich- 
keit-vermindernde Wirkung aus. Hier ist also der Beweis dafiir erbracht. 
das das Papain, auch wenn die EKiweibstoffe des Mehles Substrate sind, 
durch KBrO, und KJOx,, aber nicht KCLO, gehemmt wird. Weite1 
stiitzt Versuch 6 ja auch in entscheidender Weise die vorstehend 
angefihrte Auffassung, da die in Versuch 3 konstatierten, durch 
K BrO, und KJO, hervorgerufenen Depressionen jedenfalls teilweise 
daher stammen, daB KBrO, und KJO, die proteolytischen Enzyme 
des Mehles hemmen. 

Auch andere proteolytische Enzyme als Papain werden durch diese 
Oxydationsmittel, die gleichzeitig Backtaihigkeitverbesserungsmittel sind, 
gehemmt. In Versuch 7 (Exp. Teil, 8.30) findet man den Beweis fiir die 
hemmende Wirkung auf Ananasproteinasen (Bromelin), in Versuch 8 (S. 31) 
fiir die hemmende Wirkung aut Leberproteinasen. Weitere Beispicle fiir 
die hemmende Wirkung dieser Oxydationsmittel auf Proteinasen sind im 
nachfolgenden Abschnitt IV beschrieben. 


IV. 

Meiner Meinung nach geben die im vorstehenden Abschnitt I 
erwahnten Versuche, zusammen m'‘t den Versuchen im Abschnitt IT, 
wichtige Argumente zugunsten cer Theorie, daB die Oxydationsmittel, 
die Backfahigkeitverbesserungsmittel sind, die Proteinasen des Mehles 


hemmen. Vor allem bin ich der Anschauung, daB die in Versuch 3 
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konstatierte Verringerung der Léslichkeit des Mehl-N auf eine Hem- 
nung der Proteinasen des Mehles hinweist. Indessen hénnen die 
Resultate solcher Léslichkeitsbestimmungen ja in anderer Weise ge- 
deutet werden als die Folge einer gehemmten proteolytischen Wirk- 
samkeit, namlich als Folgen spezifischer Elektrolyt-(lon-)Wirkungen ; 
Der Gedanke, daB bei der Extraktion der Proteinstoffe des Mehles 
durch Wasser Enzyme mitwirken, kénnte mdglicherwe'se auf Wider- 
spruch stoBen. Man kénnte deshalb fragen: Gibt es keine an- 
deren chemischen Methoden als Loéslichkeitsbestimmungen, mit deren 
Hilfe man die Proteinasenaktivitat des Mehles bestimmen kann, 
Methoden, deren Resultate nur als Folgen einer proteolytischen 
Wirkung gedeutet werden kénnen? Hierzu ist zu bemerken, wie 
z. B. von C.H. Bailey in seinem bekannten Buch ,,The Chemistry 
of Wheat Flour (17), S. 236, hervorgehoben wird, daB es wahr- 
scheinlich ist, daB Proteinasen tiefgreifende Anderungen im Charakter 
der Kleberproteine erzeugen kénnen, ohne dab eine wesentliche 
Steigerung der Menge einfacherer Proteinabbauprodukte stattfindet, 
welche man ja durch chemische Methoden (Formoltitration usw.) 
bestimmen kann. Trotzdem allgemein angenommen wird, dab die 
Proteinasen des Mehles fiir die Backfaihigkeit des Mehles eine Rolle 
spielen, werden daher selten chemische Methoden fiir die Bestim- 
mung dieser Proteinasen angewandt. 


Es ist indessen mehreren Forschern gelungen, wenn auch unter 
groBem Mitheaufwand, eine Verfliissigung von Gelatine durch Zusatz 
von Weizenmehl zur Gelatine hervorzurufen. Die ersten Versuche 
in dieser Richtung scheinen von Ford und Guthrie im Jahre 1908 (138) 
ausgefiihrt zu sein; diese Forscher berichten gerade tiber die Formol- 
titration nach Sérensen, daB diese elegante Methode sich nicht fiir die 
Bestimmung von Proteasen im Mehl eignet, weil die im Mehl vorhandene 
Menge Enzym viel zu gering ist. Besonders schéne Versuche mit 
durch Mehl hervorgerufenen Gelatinespaltungen sind im Jahre 1920 
von Stockham (19)! ausgetiihrt worden. Besonders interessant an 
Stockhams Untersuchungen ist, daB er die proteolytische Aktivitat 
in einer ganzen Reihe von Weizenprodukten, alle aus _ derselben 
Art Weizen (Hard Red Spring Wheat) hergestellt, untersucht hat. 
Die proteolytische Kraft wurde als die Anzahl Stunden gemessen, 
wahrend welcher 5g des Weizenproduktes bei 35° auf ein bestimmtes 
Quantum einer 1'/, °,igen Gelatinelésung (mit Nitrobenzol gesittigt) 


1 Stockhams Arbeit ist in Baileys Handbuch (17) referiert. Ich danke 
Herrn Professor Dr. C. H. Bailey, St. Paul, Minn., U.S. A., der mir freund- 
licherweise ein Exemplar der jetzt vergriffenen Abhandlung von Stockhain 
verschafft hat, bestens fiir dieses Entgegenkommen. 
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einwirken mute, damit diese Gelatinelésung nicht erstarrte, wenn 
sie darauf in einen Kiihlschrank gebracht wurde. Von Stockhams Re- 
sultaten wird nachstehend ein kleiner Auszug wiedergegeben (Tabelle II). 


Tabelle Lil. Proteolytische Kraft in verschiedenen Weizen- 
produkten. (Auszug aus Stockhams Arbeit.) 





Anzahl Stunden, die 

fiir die Verfliissigung 

der Gelatine (1,5° ,) 
erforderlich sind 


Art des Weizenproduktes 


Fema aren, Crane) ss. bok e ee a ee 354 
arenene A 5) (: genet Clear’ hs. 330 
Groberes, schalenhaltigeres Mehl | Mat ii. 144 
Mehl, aus gekeimtem Weizen vermahlen ........ 48 
Mehl aus Korn vermahlen, das der { die keimhaltige Hiltte 330) 

Quere nach durchschnitten war | die keimfreie Hilfte . 720 


Kontrolle (keine Weizenprodukte hinzugesetzt) . Keine Verflissigung 
Stockhams Resultate zeigen ja, daB das Keimende st .rker proteo- 
lytisch wirksam ist als der entgegengesetzte Teil des Korns; besonders 
wichtig ist es aber, daB man aus Stockhams Resultaten deutlich ersehen 
kann, daB beziiglich der proteolytischen Kraft nur ein Gradunterschied, 
ein quantitativer Unterschied, zwischen Mehl und den verschiedenen 
anderen Weizenprodukten vorhanden ist. Da nun die Untersuchung 
der proteolytischen Verhaltnisse des Weizenmehls nach Stockhams 
Methode laingere Zeit erfordert, wodurch sich in der Praxis Schwierig- 
keiten ergeben, wird man unzweifelhaft oft mit Vorteil die proteoly- 
tischen Verhaltnisse anderer Weizenprodukte untersuchen kénnen 
und zu der Annahme berechtigt sein, da die dabei gefundenen 
tesultate — mutatis mutandis — auch fiir WeizenmeAl gelten. 

Durch meine Versuche, die ich mit einer Technik ausfihrte, die 
meiner Meinung nach eine gewisse Verbesserung der Stockham-Methode 
(s. Exp. Teil, 8. 33) bedeutet, war ich imstande zu beweisen: 

a) daB die verfliissigende Wirkung des Weizenkeims auf Gelatine 
durch KBrO, und KJO,, die Backfihigkeitverbesserungsmittel sind, 
gehemmt wird, aber nicht durch KCIO,, das kein Backfaihigkeit- 
verbesserungsmittel ist (Versuch 9; Exp. Teil, 8. 32)', 

b) daB die verfliissigende Wirkung des Weizenmalzes ebenfalls 
durch KBrO, und KJOs,, die Backfihigkeitverbesserungsmittel sind, 
gehemmt wird, aber nicht durch KC1O, (Versuch 10; Exp. Teil, 8. 33). 


In der 8.7 (vgl. auch 8.10) referierten Abhandlung von Geddes 
wurde in recht iiberzeugender Weise gezeigt, daB es die Keimbestandteile 
sind, auf die das Bromat wirkt. Wahrend Geddes annahm, daB das Bromat 
unter den Keimbestandteilen auf die Phosphatide einwirkt, bin ich der 
Meinung, u. a. auf Grund des Versuchs 9, da8 die Keimbestandteile, auf 
die Bromat einwirkt, die Proteinasen des Keimes sind. 
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Infolge des eben oben Angefiihrten (S. 16) bin ich der Anschauung, 
laf durch die Versuche 9 und 10 der Beweis dafiir erbracht ist, 
laB K BrO, und KJ Os, die Backfahigkeitverbesserungsmittel sind, aut 
die die proteolytischen Enzyme des Weizenmehles hemmend einwirken. 

Fe 

Im vorhergehenden Abschnitt ist auf verschiedenen Wegen der 
Beweis fiir die Theorie gefiihrt worden, daB die Wirkung der back- 
fahigkeitverbessernden Oxydationsmittel auf die Backfahigkeit darauf 
beruht, dal} sie die Proteinasen des Mehles in ihrer Wirksamkeit 
hemmen. Ich meine, dab die Tatsachen, die sich aus den Ver- 
suchen 3 und 5 bis 10 ergeben, die obige Theorie so wesentlich 
stitzen, dafS man sie fiir richtig halten mub. 

Kinige EKinwendungen, die man vielleicht gegen die Richtigkeit 
der Theorie machen kénnte, méchte ich im voraus widerlegen: 

a) Man kénnte beanstanden, dab diese Theorie nicht das eigentiim- 
liche Verhalten erklart, daB eine gréBere Dosierung dieser in kleinen 
Mengen niitzlich wirkenden Stoffe, wie z. B. K BrO,, die Backfahigkeit 
herabsetzt oder zerstért. (Dies merkwirdige Verhalten ist ja S.2 
erwahnt und in Abb. | und 2 illustriert worden.) Ieh bin jedoch der 
Meinung, da dieses eigenartige Verhalten mit unserer Theorie iiber- 
einstimmt und dafi der Zusammenhang folgender ist: 

Wahrend einerseits eine zu stark proteolytische Aktivitat im Teig 
schadlich ist, weil der Kleber abgebaut wird, so daB die Kleberhautchen 
ihr Gashaltungsvermégen verlieren, so ist andererseits eine gewisse 
geringe proteolytische Aktivitat im Teig sicher notwendig, um dem 
Kleber die nétige Ausdehnbarkeit zu geben; ist die proteolytische 
Aktivitat zu gering, so wird der Kleber hart und die Brote unansehnlich ; 
der Kleber ist, wie man sagt, nicht ,,gereift’. 

Man hat in praxi einen Zusatz minimaler Mengen von Papain 
zu Mehlsorten, deren Kleber schwer ,,reift’*’ verwendet; dieses Ver- 
fahren (das sogar patentiert ist!), zeigt ja, daB eine gewisse proteolytische 
Wirkung im Mehl wiinschenswert ist. Ist es aber so, da ein gewisses 
Optimum der proteolytischen Aktivitat im Teig vorhanden ist, dann 
stimmt es ja gut mit unserer Theorie tiberein, daB ein sehr groBer 
Zusatz der Oxydationsmittel, der die Proteinasen des Mehles in zu hohem 
Grade hemmt, schadlich wirken muB. Ob eine sehr kraftige ,,Uber- 
behandlung’’ wie die, die z. B. durch Jodat hervorgerufen werden 
kann (Abb. 2, 8.3), ausschlieBlich von einer zu starken Hemmung 
der Proteinasen des Mehles herriihrt, oder ob gleichzeitig andere Wir- 


' The British Arkady Comp. Ltd. and Harry Hewitt: Engl. Pat. 375342 
(1932). 
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kungen in Betracht gezogen werden miissen, soll hier nicht diskutiert 
werden. 

b) GemaB unserer Theorie wirken KBrO, und KJO, usw. als 
Oxydationsmittel auf die proteolytischen Enzyme; eine annehmbare 
Erklairung ist es wohl, daBdiese Oxydationsmittel —SH zu —S—S— oxy- 
dieren ; ich verweise in diesem Zusammenhang auf die soeben erschienene 
Abhandlung von Th. Bersin iiber Thiolverbindungen und Enzyme (20). 
Man kénnte nun einwenden: Wie kénnen K BrO, und KJ Oy, als Oxy- 
dationsmittel auf die proteolytischen Enzyme wirken, wenn KC1Os, 
das ja ein viel kraftigeres Oxydationsmittel ist als K BrO, und KJ Os, 
auf die proteolytischen Enzyme nicht einwirkt ? Man wird sich erinnern 
(8.8), daB Saunderson sehr starken Zweifel ja gerade dariiber auBert, 
inwiefern diese Mehlverbesserungsmittel KBrO, und KJ Og, wirklich 
als Oxydationsmittel wirken. 

Hierzu ist zu sagen, daB die anorganische Chemie zwar lehrt, da 
die Sauerstoffverbindungen von Jod und Brom bestandiger sind als 
die von Chlor (die Affinitat zu Sauerstoff nimmt zu in der Reihenfolge 
Cl, Br, J), daB aber die anorganische Chemie andererseits Beispiele 
dafiir kennt, daB Chlorat nichtsdestoweniger ein schlechteres Oxy- 
dationsmittel ist als Bromat und Jodat. Man braucht hier nur 
die Oxydation von HJ zu J, zu erwahnen, die bei gew6hnlicher Tem- 
peratur in saurer Fliissigkeit leicht sowohl von Bromat als auch von 
Jodat bewirkt wird, wahrend Chlorat unter denselben Bedingungen 
nur sehr langsam oxydiert. Im Handbuch von Gmelin-Kraut, Bd. 1, 
Abt. 2 (1909), S. 148, wird hieriiber geschrieben: ,,Das Chloration 
wird hingegen, zum Unterschied vom Jodat- und Bromation, — bei 
Gegenwart von Halogenionen und Wasserstoffionen praktisch nicht 
reduziert.“ Das Ergebnis, dab Bromat und Jodat starker oxydierend 
auf proteolytische Enzyme wirken als Chlorat, ist also insofern nicht 
merkwiirdig, als man in der anorganischen Chemie ganz analoge Ver- 
haltnisse findet. 

c) Endlich kénnte man vielleicht sagen: Allerdings ist durch die 
Versuche 3 und 5 bis 10 bewiesen, daB die backfahigkeitverbessernden 
Oxydationsmittel wirken, weil sie die Wirkung von Proteinasen hemmen, 
kénnte man sich aber nicht denken, daB es in einem giérenden Teig 
eher die Proteinasen der Hefe als die des Mehles sind, auf die diese 
Oxydationsmittel einwirken ? Hierzu ist zu sagen, daB man natiirlich 
nicht die Méglichkeit a priori ausschlieBen kann, daB diese Oxydations- 
mittel sowohl durch Hemmung der Mehlproteinasen als auch durch 
Hemmung der Proteinasen, die die Hefe eventuell im Teig absondert, 
wirken: es sind jedoch viele Griinde vorhanden, die zu der Annahme be- 
rechtigen, daB die Wirkung auf die Proteinasen des Mehles weitaus 


die wichtigste ist. Namentlich muB hervorgehoben werden, daB man, 
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yvenn die Wirkung auf die Proteinasen der Hefe die wichtigste wire, 
iicht erwarten kénnte, daB die von den Oxydationsmitteln hervor- 
verufenen Effekte so stark mit der Beschaftenheit des Mehles (N-Gehalt, 
Weizensorte) variieren wiirden, wie es faktisch der Fall ist. Weitere 
Versuche, die ich hoffe in nachster Zukunft ver6ffentlichen zu kénnen, 
bestarken die Auffassung, daB es die Proteinasen des .Wehles sind und 
nicht die der Hefe, auf welche diese Oxydationsmittel vorzugsweise 
einwirken. 
VI. 

Die oben entwickelte Theorie: Dab die Wirkung der backfahigkeit- 
verbessernden Stoffe darauf beruht, daB diese Stoffe proteolytische 
Enzyme hemmen kénnen, wurde am SchluB meiner Untersuchungen 
in unerwarteter und eigentiimlicher Weise bestatigt, woriiber ich zum 
AbschluB berichten will: 

Im Marz d. J. nahm ich Backversuche unter Zusatz von Ascorbin- 
sdure zum Mehl vor. Mir war die Arbeit von Aarrer und Zehender (21) 
bekannt, in welcher es diesen Forschern gelungen ist, die Wirkung 
des Kathepsins durch Zusatz von Ascorbinséure (Vitamin C) zu akti- 
vieren. Ich erwartete daher, daB die Ascorbinséure auch die Mehl- 
proteinasen aktivieren und somit durch den erhéhten Kleberabbau die 
Backfahigkeit verringern wiirde. Zu meiner gréBten Uberraschung zeigte 
es sich indessen bei den Backversuchen (Versuch 1] im Exp. Teil, 8. 34), 
daB Ascorbinsaure nicht nur die Backfaéhigkeit nicht verringert, sondern 
im Gegenteil ein vorziigliches backtihigkeitverbesserndes Mittel ist, 
mit einer Wirkung, die in mancher Hinsicht an die Wirkung erinnert, 
die Bromat und analoge Stoffe auf die Backfahigkeit ausiiben. Dab 
Ascorbinséure nicht auf die CO,-Entwicklung der Hefe einwirkt, war 
leicht zu zeigen (Versuch 12, Exp. Teil, 8.35); hier kann man also nicht 
die Erklarung fiir die backfahigkeitverbessernde Wirkung der Ascorbin- 
sdure suchen. Kurz darauf wurde ich indessen mit einer Reihe der 
neuesten Arbeiten von Maschmann (22) (23) (24) (25) (26) bekannt. Aus 
diesen Arbeiten von Waschmann geht hervor, daB zwischen der Wirkung 
der Ascorbinséure auf das tierische Zellenenzym Kathepsin und den 
entsprechenden pflanzlichen Enzymen (Papain, Bromelin) ein grober 
Unterschied besteht. Wahrend naimlich das Kathepsin aktiviert wird, 
werden die entsprechenden pflanzlichen Enzyme sehr stark durch 
Ascorbinsaure gehemmt. Ich kann die Resultate von Maschmann durch- 
aus bestatigen (Exp. Teil, Versuch 13, 8.35). Hier soll nun nicht er- 
értert werden, weshalb Ascorbinsaéure so verschieden auf die tierischen 
und pflanzlichen Zellenenzyme wirkt; Maschmann (25) fiihrt zur Zeit 
Versuche iiber diese Frage aus. Wir wollen auch nicht naher auf die 
Merkwiirdigkeit eingehen, die darin liegt, daB ein kraftiges Reduktions- 
mittel wie Ascorbinsiure das Papain hemmt, wahrend es sonst so ist, 
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daB es die Oxydationsmittel sind, die Papain und andere Proteinasen 
hemmen. Ob es in Wirklichkeit die Ox-Form der Ascorbinsaéure ist, 
die auf das Papain einwirkt, so daB die Ascorbinsaiure  sauerstoff- 
iibertragend wirkt, oder ob andere Erklarungen mdéglich sind, mub 
zukiinftigen Untersuchungen vorbehalten bleiben. 

Was indessen hier hervorgehoben werden soll, ist folgendes: Man 
hat einen ganz neuen Stoff Ascorbinsdure der imstande ist, pflanz- 
liche proteolytische Enzyme zu hemmen. Gleich zeigt es sich, dap dieser 
Stoff backfahigkeitverbessernd wirkt. 

Hiernach kann man sicher nicht bestreiten, da die Fahigkeit, 
pflanzliche proteolytische Enzyme zu hemmen, und die Fahigkeit, die 
Backfahigkeit von Weizenmehl zu verbessern, zwei Dinge sind, die eng 
zusammenhangen. 


Zusammentassende SchluBbemerkungen. 

1. Der Zweck der vorliegenden Arbeit war der, die Ursache der 
eigentiimlichen, oft stark verbessernden Wirkung ausfindig zu machen, 
die winzige Mengen gewisser Oxydationsmittel (sogenannte mehl- 
verbessernde Oxydationsmittel) auf die Backfahigkeit des Weizenmehles 
austiben. 

2. Die backfahigkeitverbessernden Oxydationsmittel, die 1 nter- 
sucht wurden, sind folgende: K BrOs, KJ O 3, (NH,)oS,0, und Na BOs, 
.4 H,O. Weiter ist bei den Versuchen auch KC1O, beriicksichtigt 
worden, das, trotzdem es ein Oxydationsmittel ist, die Backfaihigkeit 
nicht beeinfluBt und kein Mehlverbesserungsmittel ist. 

3. Die Versuche haben zu tolgender Theorie, gefiihrt: 

Der Grund dafiir, daB die genannten mehlverbessernden Oxydations- 
mittel auf die Backfahigkeit des Weizenmehles wirken, ist der, daB sie 
die Proteinasen des Weizenmehles hemmen. die meist, wenn sie un- 
gehemmt wirken kénnen, den Kleber so stark abbauen, das die Back- 
fahigkeit verringert wird. Diese Theorie basiert auf folgenden experi- 
mentellen Tatsachen: 

a) Bei Extraktionsversuchen mit Weizenmehl (bei denen Bakterien- 
wachstum ausgeschlossen war), wurde gezeigt, dab K BrO, und KJ Os, 
aber nicht K Ci Os, eine die Léslichkeit des Mehl-N herabsetzende Wirkung 
austiben. 

Dieselbe léslichkeitherabsetzende Wirkung, aber in stark erhéhtem 
Mabe, tiben K BrO, und KJ Og, aber nicht KCIO,, auf die Léslichkeit 
des Weizenmehl-N aus, das durch Zugabe von Papain kiinstlich stark 
proteolytisch wirksam gemacht worden ist. 

b) KBrOs, KJO,, (NH4).S,0g, und NaBOs, aber nicht KCIO, 
hemmen die abbauende Wirkung des Papains und Bromelins auf 
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Gelatine stark. Ferner hemmen KBrOs;, KJO, und (NH,).S,O, die 
relatineabbauende Wirkung der Leberproteinasen stark. 

c) KBrO, und KJO,, aber nicht KCILO,, hemmen die proteolyti- 
schen Enzyme im Weizenmalz und Weizenkeim in ihrer abbauenden 
Wirkung auf Gelatine. . 

d) SchlieBlich ist der nahe Zusammenhang zwischen der Fahigkeit, 
die Backfahigkeit des Weizenmehles zu verbessern und der Fahigkeit, 
proteolytische Enzyme zu hemmen, im allgemeinen mit Hilfe eines 
Stoffes (Ascorbinsaure) demonstriert, dessen chemische Natur weit 
von den in dieser Arbeit untersuchten Oxydationsmitteln entfernt ist. 

Ascorbinséure hemmt pflanzliche Proteinasen, und es hat sich bei 
unseren Versuchen gezeigt, dab sie die Backfahigkeit des Weizenmehles 
verbessert. 

4. Die in der Literatur oft erwahnte Hypothese, daB die back- 
fahigkeitverbessernden Oxydationsmittel ihre verbessernde Wirkung 
ausiiben sollten, weil sie die CO,-Produktion der Hefe  stimulieren, 
ist zurickgewiesen worden, da sie nicht mit den experimentellen 
Tatsachen in Einklang gebracht werden kann. 

5. SchlieBlich sind verschiedene Komplikationen, die beim Gebrauch 
von Toluol als Antiseptikum bei Extraktionsversuchen mit Weizenmehl 
entstehen kénnen, erwahnt. Toluol ist ein fiir solehe Versuche un- 
geeignetes Konservierungsmittel. 


Das Verhalten proteolytischer Enzyme bei Gegenwart von Oxy- 
dations- und Reduktionsmitteln ist in den letzten Jahren eingehend 
studiert worden. Ich erwahne die Arbeiten von Waldschmidt- Leitz und 
Grassmann [s.z. B. Grassmann (27)], Bersin und Maschmann und weiter 
Mothes’ pflanzenphysiologische Studien (28). In der vorliegenden Arbeit 
ist gezeigt worden, daB ein wahrend etwa 20 Jahren in der Technik mit 
Erfolg verwendeter empirischer ProzeB: die Verbesserung der Backfahig- 
keit des Weizenmehles durch Bromat und analoge Stoffe, seine Erklarung 
innerhalb dieses Gebiets der Biochemie findet. Andere technische 
Verwendungen, die aus den in dieser Abhandlung beschriebenen Experi- 
menten folgen (die Verwendung von KBrO, und ahnlichen Stoffen 
zur Hemmung schadlicher Proteinasen in anderen Produkten als Weizen- 
mehl, die Verwendung von Ascorbinséure als Mehlverbesserungsmitte] 
usw.) habe ich in verschiedenen Patentschriften beschrieben. 

Wenn ich diese Abhandlung in dieser Zeitschrift veréffentliche, 
so geschieht dies, weil ich der Meinung bin, da die Tatsache, dab so 
einfache und so verhaltnismaBig stabile Stoffe wie K BrO, usw. Pro- 
teinasen hemmen kénnen, vielleicht auch von Bedeutung auf anderen 
Gebieten als dem technischen, z. B. in der Biochemie oder in der Me- 


dizin, sein kénnte. 
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sei der Ausfiihrung dieser Arbeit, von deren zahlreichen Versuchen 
hier nur ein kleiner Teil ver6ffentlicht ist, wurde ich in bereitwilliger und 
tuchtiger Weise von cand. pharm. F'rl. Esther Nielsen und den Herren 
Aa, Andersen und C. Petersen unterstiitzt. Es ist mir eine angenehme 
Pflicht, den genannten meinen herzlichsten Dank auszusprechen. 

Weiter danke ich dem Prasidenten der A. G. Dansk Gerings-Industri, 
Herrn Professor Dr. S. P. L. Sérensen und dem Leiter dieser Gesellschaft, 
Herrn cand. pharm. Chr. I’. Jérgensen fiir die Erlaubnis zur Veréffentlichung 
dieser Arbeit. 

Experimenteller Teil. 
Versuch 1. 

Bestimmung der CO,-Entwicklung in Teigen, denen kleine Mengen 
verschiedener Oxydationsmittel zugesetzt sind. Der Apparat, der bei 
diesem Versuch benutzt wurde, war der vom Verfasser friiher (14) (15) 
beschrieébene Jagosche Apparat (Abb. 4). 

In die Flasche F wird der Teig D 


















































la } gebracht. Wenn der Teig anfingt 

y aufzugehen, wird Luft durch die 

oy Réhre R gepreBt und die Lésung in 

0 der Flasche G wird in den Meb- 

= zylinder C gepreBt, und zwar in dem- 

| ae = selben Tempo, in welchem Kohlen- 
ie siure im Teig entwickelt wird. Beim 

G = Ablesen der Fliissigkeitsh6he in C 
ne findet man dann die entwickelte 

= Kohlensiuremenge. Die Lésung in 

: a der Flasche G darf natiirlich keine 

e =a Kohlensaiure lésen; der Verfasser be- 
— nutzt eine starke Lésung von CaCl, 

Abb. 4 (spez. Gewicht etwa 1,37), wie von 


Schulze (29) empfchlen. Die Flasche 
faBt etwa 1 Liter, die Flasche G etwa 4 Liter. 7 ist ein elektrisch 
heiz- und rezulierbarer Wasserthermostat. Mehrere Flaschen wie / kénnen 
natiirlich nebeneinander in demselben Thermostaten angebracht werden. 

Wenn der Versuch ausgefiihrt werden soll, werden die Teige mit der 
richtigen Temperatur zubereitet (bei den hier beschriebenen Versuchen war 
die Temperatur des Wassers in 7' sowohl als auch die des Teiges D 30°) 
und gleich in die Flasche F gebracht. Die wenigen Tropfen, die sich 
wahrend der ersten 15 Minuten nach diesem Zeitpunkt im Glas C ansammeln, 
werden verworfen; sie stammen namlich im wesentlichsten von dem 
Uberdruck, der infolge Erwairmung der Luft in / entsteht und daher, 
daB man die Pfropfen in F und @ fest eindriickt, so daB sie dicht schlieBen. 

Bei diesem Versuch 1 wurde nun genau dasselbe Mehl verwendet 
wie das, mit welchem die Brote Abb. 1 bis 3 (S. 2 bis 4) gebacken wurden 
und dessen analytische Zusammensetzung 8.4 angegeben ist. Die Teig- 
zusammensetzung war auch genau dieselbe wie 8S. 4 beschrieben; fiir jede 
Flasche F wurde die 280g Mehl entsprechende Teigmenge verwendet, 
deren Zusammensetzung also folgende ist: Mehl: 280 g, Salz: 3,5 g, Zucker: 
2.8 ¢, Hefe': 2,5 g¢ und Wasser: 166 cem. Hierzu kommen dann eventuell 


' Die Hefe war PreBhefe von der A. G. Dansk Ger-Central, Kopen- 
hagen. 
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die verschiedenen kleinen Zusatzmengen an Oxydationsmitteln, woriiber 
Naheres im folgenden zu ersehen ist. Die Fliissigkeitshéhe im Zylinder C 
wird 1, 2, 3 und 4 Stunden nach dem Zeitpunkt abgelesen, zu dem die 
Teige hergestellt und in F gebracht wurden. Diese gesamte Versuchszeit 
von 4 Stunden deckt reichlich die Zeit, waihrend welcher der Teig bei der 
Brotherstellung liegt; wie aus den Angaben S. 4 hervorgeht, betrug die 
gesamte Garzeit fiir die Brote, Abb. 1 bis 3, 3 Stunden und 40 Minuten. 

Nachfolgend, in den Tabellen IV, V, VI und VII, sind die Resultate 
einiger an vier verschiedenen Tagen vorgenommenen Messungen nach der 
eben beschriebenen Methode aufgefiihrt. Aus den Tabellen geht hervor, 
wie groBe Mengen der verschiedenen Oxydationsmittel verwendet wurden; 
hier soll nur erwahnt werden, daf die in den Tabellen IV und V angefiihrten 
Mengen der verschiedenen Oxydat‘onsmittel die sind, die (mit Bezug auf 
Sauerstoff) 3g KBrO, pro 100kqg Mehl aquivalent sind, indem_ so 
gerechnet ist, daB 1 Mol KBrO, mit 1 Mol KJO,, 1 Mol KCIO,, 3 Mol 
(NH,).S,0, bzw. 3 Mol NaBO,-4H,O! aquivalent ist. Bei den in 
Tabelle VI wiedergegebenen Messungen wurden wesentlich kleinere Mengen, 
bei den in Tabelle VIL wiedergegebenen Messungen wesentlich gréBere 
Mengen dieser Oxydationsmittel verwendet. 

Wie ersichtlich, findet man in diesen Resultaten auch nicht den ge- 
ringsten Anhaltspunkt fiir die Annahme, daB diese Oxydationsmittel die 
Hefe zu einer kraftigeren CO,-Entwicklung anregen. Die CO,-Entwicklung 
ist faktisch ganz unbeeinfluBt davon, ob im Teig Oxydationsmittel enthalten 
sind oder nicht. Nur scheint es, als ob KJ O, nach langerer Girung anfangt, 
die Hefe etwas zu beeinflussen und deren CO,-Entwicklung hemmt. 

In den in Tabelle IV wiedergegebenen Versuchen war Natriumperborat 
nicht beriicksichtigt worden; bei einem spiteren Versuch wurde die Unter- 
suchung in dieser Richtung vervollstandigt, die Resultate sind aus Tabelle V 
ersichtlich. Diese Resultate zeigen deutlich, daB Perborat nicht im geringsten 
die CO,-Produktion der Hefe stimuliert. 

In den in den Tabellen IV und V wiedergegebenen Versuchen ist die 
Dosis K BrO,, die verwendet wurde (3 g pro 100 kg Mehl), genau von der 
GroBenordnung, die in praxi verwendet wird, dasselbe diirfte beziizlich 
der verwendeten Dosis (N H,),S8,O, gelten. Hingegen sind die verwendeten 
Dosen von KJO, und NaBO, .4H,O obgleich sie mit 3g KBrO, 
aquivalent sind groBer als die in praxi verwendeten Dosen. Um 
nun sicher zu sein, das die genannten beiden Stoffe, KJO, und NaBO, 
.4H,0 auch nicht auf die Garung einwirken, wenn sie in ganz kleinen Dosen 


' Hier wie bei allen Versuchen in dieser Abhandlung gilt, daB die 
verwendeten Priparate der Oxydationsmittel reinste Analysenpraparate 
waren, und beim Abwagen ist man davon ausgegangen, das deren Reinheit 
100°, betragt. Eine analytische Untersuchung zeigte, daB dies faktisch 
bei KCIO,, K BrO, und KJ O, zutraf, aber auch (NH,),S,O, und NaBO, 
.4H,O waren sehr aktive Priparate, sie enthielten 98,5 bzw. 96°, der 
theoretischen Menge aktiven Sauerstoffs. Die Analysemethoden bei der 
Untersuchung dieser Oxydationsmittel waren fiir KBrO,; und KJO,: 
Behandlung mit KJ und Schwefelsiure und Titrat.on mit Na,S,O,, fiir 
KCIO, und (NH,),S,0,: Behandlung mit Schwefelsiure und Mohrs Salz 
und Titration mit n/10 KMnO, [fiir KCLO, nach Lehn und Fink (30)) und 
fir NaBO,.4H,O: Zusatz von Schwefelséure und Titration mit n,/10 
KMnQ,. 
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(entsprechend der in’ praxi verwendeten) angewandt wurden, sind die 
Versuche, deren Resultate in Tabelle VI wiedergegeben sind, ausgefiihrt. 
Man sieht, daB auch sehr kleine Mengen nicht stimulierend auf die CO,- 
Entwicklung einwirken. 

Etwas andere Verhaltnisse treten ein, wenn man sehr groBe Mengen 
Ammoniumpersulfat, z. B. 25g pro 100 kg Mehl, verwendet. Man beob 
achtet dann in den spiteren Stunden der Garung eine allerdings nicht 
grobe Steigerung der CO,-Entwicklung in den Teigen, denen Ammonium.- 


persulfat zugesetzt wurde. Die Messungen, die in Tabelle VII wieder 


gegeben sind, illustrieren dies Verhaltnis, zeigen aber gleichzeitig, daB die 
mit den 25g Am.-Persulfat aquivalente Menge Am.-Sulfat genau dieselbe 
Steigerung der CO,-Entwicklung gibt. Ammoniumpersulfat stimuliert di 
CO,-Entwicklung der Hefe nicht in seiner Higenschaft als Oxydationsmittel, 
sondern in seiner Bigenschajt als Ammoniumverbindung. DaB es nicht diese 
Fahigkeit (in groBen Mengen zugesetzt ), die CO,-Entwicklung in einem Teig zu 
steigern, ist, die das Am.-Persulfat zu einem so guten Backfahigkeit 


Am. persulfat Am. sulfat 
Abb. 5. 
verbesserungsmittel macht, ist deutlich aus den oben in Abb. 5 wieder- 
gegebenen Backresultaten ersichtlich. Man sieht, daB Am.-Sulfat die Back- 
fahigkeit auch nicht annahernd so viel wie Am.-Persulfat gesteigert hat. 
trotzdem Am.-Sulfat nach der Tabelle VII die CO,-Entwicklung ebensoviel 
steigert wie Am.-Persulfat. 

Die Brote Abb. 5 sind mit demselben Mehl gebacken und in genau 
derselben Weise wie S. 4 beschrieben. Der einzige Unterschied in der 
Teigzusammensetzung ist der, da fiir das Brot bez. ,,0°, Mehl ohne Zusatz 
verwendet wurde, waihrend dem Mehl fiir das Brot ,,Am.-Persulfat’: 25 g 
Am.-Persulfat pro 100 kg zugesetzt wurden und dem Mehl fiir das Brot 
»Am.-Sulfat*’ 14,48 g Am.-Sulfat (aquivalent mit 25 g Am.-Persulfat) pro 
100 kg. 

' DaB dies richtig ist, hat der Verfasser auBer durch den in Tabelle VII 
aufgefiihrten Resultaten auch durch einen anderen Versuch zeigen kénnen, 
bei welchem die CO,-Entwicklung in Teigen gemessen wurde, die 1. ohne 
Zusitze, 2. mit Zusatz von 25g Ammoniumpersulfat (pro 100 kg Mehl) 
und 3. mit Zusatz von der mit den 25 g¢ (NH,),S8,O, aquivalenten Menge 
Kaliumpersulfat (pro 100 kg Mehl) hergestellt waren. Die Kohlensdure- 
entwicklung in 1. und 3. war gleich, in 2. hingegen nach 4 Stunden etwa 
8'),°, gréBer als in 1. und 3. Also ist es das Ammoniumion und nicht 
das Persulfation, das gérungsstimulierend wirkt. Der Versuch ist aus 
Platzriicksichten hier nicht genau beschrieben. 
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Der Vollstandigkeit halber soll schlieBlich erwahnt werden, daB pg- 
Messungen in den Teigen von dem Versuch, der in Tebelle VII wieder- 
gegeben ist, vorgenommen wurden, nachdem die CQO,-Messungen nach 
4 Stunden beendet waren. (Methodik: 10g Teig wurden mit 50 cem aus- 
gekochtem dest. Wasser in einem Mo6rser verrieben. Die entstandene 
Suspension wurde dann zentrifugiert und das Zentrifugat filtriert. In dem 
entstandenen Filtrat wurde das py elektrometrisch mit der Chinhydron- 
elektrode bestimmt.) Das Resultat dieser Messungen war folgendes: 

Der Teig ohne Zusatz ae eer tal tee Py = 5,70 
Der Teig mit Zusatz von Am.-Persulfat . . py 
Der Teig mit Zusatz von Am.-Sulfat . . . pu 5,70 

Man sieht, daB der Teig, dem Am.-Persulfat zugesetzt worden war, 
etwas saurer wurde als die iibrigen Teige; nach dem Reaktionsschema: 
8,0,” + H,O + 280) + 0+ 2H’ ist dies ja ganz verstindlich. Der 
Unterschied zwischen dem px dieses Teiges und dem der iibrigen war jedoch 
nur gering: 0,15 py-Einheiten. Bei den gewohnlichen Zusaétzen von Am..- 
Persulfat, die nur etwa ein Drittel der hier verwendeten Dosen betragen, 
wird dieser py-Unterschied ja noch geringer sein. 

Der in Abb. 4 wiedergegebene Apparat, mit welchem alle vorgenannten 
Messungen ausgefiihrt wurden, gibt trotz seiner einfachen Konstruktion 
ausgezeichnet reproduzierbare Resultate. Jedes einzelne der MeBresultate, das 
in nachstehenden TabellenIV, V, VI und VII wiedergegeben ist, ist der Durch - 
schnitt von zwei Messungen, die mit zwei verschiedenen Teigen gleicher 
Zusammensetzung vorgenommen wurden. Diese beiden Messungen stimmten 
oft vollstaéndig miteinander iiberein; die gréBte Abweichung, die bei diesen 
Versuchen zwischen solchen zwei Messungen konstatiert wurde, betrigt: Nach 
1 Stunde 10 cem, nach 2 Stunden 10 cem, nach 3 Stunden 20 cem und nach 
4 Stunden 25 ccm. 

Tabelle IV bis VII. CO,-Entwicklung in Teigen, denen kleine 

Mengen verschiedener Oxydationsmittel zugesetzt sind. 


Tabelle IV. 





ecm CQ., entwickelt in einem 
Grife des Zusatzes Teig, der aus 280g Mehl her- 
Art des zugesetzten gestellt wurde (siehe Text) 
Oxydationsmittels ee See BERET SSeS noes 
mg pro 280g g pro 100kg nach nach nach nach 
Mehl Mehl 1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 


Kein Zusatz; Kontroll- 

el a ne 0 0 185 | 500 | 920 | 1410 
|) ee San re 8,40 3,00 125 490 905 | 1405 
ME i ee ky 10,8 3,84 115 480 880 1340 
BGIOs:.. s. Ee 6,16 2,20 125 | 485 | 905 | 1395 
(NHjeSe05. 0. «5 . 34,4 12,3 115 | 465 | 905 = =1490 


Tabelle V. 





ecm C Og, entwickelt in einem 
GréBe des Zusatzes Teig, der aus 280g Mehl her- 
Art des zugesetzten gestellt wurde (siehe Text) 
Oxydationsmittels ee ele ere soisigigahcnaienisien cand 
mg pro 280g g pro 1l00kg nach nach nach nach 
Mehl Mehl 1 Std. | 2 Std. | 3 Std. | 4 Std. 


Kein Zusatz; Kontroll- 
er 925 1430 
NaBO,.4H,O .. . 3F 5 920 = 1490 


D* 
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Tabelle VI. 





cem COs, entwickelt in einem 


Grébe des Zusatzes Teig, der aus 280g Mehl her 
Art des zugesetzten gestellt wurde (siehe Text) 

Oxydationsmittels ; a edbeghctnes : 
mg pro 280¢ g pro 1l00kg nach nach nach nach 
Mehl Mehl 1 Std. | 2 Std. | 3 Std. | 4 Std. 

Kein Zusatz; Kontroll- 

versuch. ..... 0 0 140 520 939 = 1430 
Beale Sh es a ae 1,4 0,5 135 505 920 1495 
NaBO;,.4H,O ... 2,8 1,0 140 510 925 1405 


Tabelle VII. 








ccm COs, entwickelt in einem 


Grébe des Zusatzes Teig, der aus 280g Mehl her- 

Art des zugesetzten gestellt wurde (siehe Text) 

Oxydationsmittels 
mg pro 280g g pro 100kg nach nach nach nach 
Mehl Mehl 1 Std. | 2 Std. 3 Std. 4 Std. 
Kein Zusatz; Kontroll- 

WOPONGD ours or 0 0 135 | 505 | 925 | 1410 
‘(| 52? ae 70 25 130 510 985 | 1500 
(Sees ok ses 40,5 14,48 130 515 = 980 | 1495 


Versuche 2 bis 4. Eatraktionsversuche mit Weizenmehl. 


3ei diesen in den Versuchen 2 bis 4 ausgefiihrten Extraktionen wurde 
ein groBer Wasserthermostat (75em lang, 45cm breit und 42cm tief) 
verwendet. Das Wasser in diesem Thermostaten wurde mit elektrischen 
Heizkérpern erwirmt, deren Stromzufuhr (durch ein Relais) durch einen in 
das Wasser eingetauchten Toluol-Hg-Thermoregulator reguliert wurde. 
Im Wasserthermostaten ist etwa 20cm iiber dem Boden in der Léngs- 
richtung des Thermostaten eine Achse, mit 12 Klemmen versehen, an- 
gebracht, in welchen die Glaser; in welchen das Mehl extrahiert wird, an- 
gebracht werden. Wahrend der Extraktion rotiert diese Achse (25 Um- 
drehungen pro Minute), indem sie durch verschiedene Rider von einem 
Elektromotor getrieben wird. Die Glaser sind wahrend der Extraktion 
ganz in das Wasser eingetaucht. Das Wasser im Thermostaten ist standig 
in Bewegung, teils infolge der Rotation der Achse, teils weil gleichzeitig 
im Thermostaten ein elektrisch angetriebener Propeller angebracht ist. 

Nach beendeter Extraktion werden die Suspensionen 10 Minuten in einer 
Winkelzentrifuge von A. B. Stilles, Stockholm (3200 Umdr./Min.) zentri- 
fugiert. Sehr oft wird die Extrakticn — was recht praktisch ist — in den 
Zentrifugenglasern selbst, die etwa 130 ccm fassen, vorgenommen. Nach 
dem Zentrifugieren werden die Zentrifugate filtriert, wozu Schleicher & Schiills 
Filtrierpapier Nr. 589 (Qualitaét ,,schwarzes Band‘) benutzt wurde. Die 
N-Bestimmungen sind natiirlich nach Ajeldahl ausgefiihrt worden. 

Das Mehl, das fiir die Versuche 2 bis 4 verwendet wurde, war aus 
schwedischem Sommerweizen vermahlen; es war Mehl, dessen Backfahigkeit 
durch Zusatz von KBrO, stark verbessert wurde. Das Mehl enthielt 
2,06% N, 0,42% Asche und 15,1% Wasser. 


Versuch 2. 


Toluol setzt die Léslichkeit des Mehl-N herab. 30g Weizenmehl 
wurden 2 Stunden bei 35° mit 200 cem Wasser extrahiert (A); weitere 
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}0 ¢ desselben Mehles wurden ebenfalls 2 Stunden bei 35° mit 200 cem 
Wasser extrahiert, diesem waren aber 4cem Toluol zugesetzt (B). Nach 
eendeter Extraktion wurde zentrifugiert und filtriert. In 20cem des 
Filtrats wurde gefunden: 
A: 998mg N, B: 7,85mg N. 

Der Toluolzusatz hat also die Loéslichkeit des Mehl-N um etwa 21°, herab- 
gesetzt. Da diese Herabsetzung der Léslichkeit des Mehl-N bei Zusatz 
von Toluol jedenfalls teilweise daher stammen kann, da das Toluol gewisse 
KiweiBstoffe des Mehls fallt (bindet), geht aus folgendem Versuch hervor: 

60 g Weizenmehl wurden 2 Stunden bei 35° mit 400 cem Wasser ohne 
Toluolzusatz extrahiert. Nach beendeter Extraktion wurde zentrifugiert 
und filtriert. Dem Filtrat wurden zwei Portionen zu je LOOcem, C und D ent- 
nommen. D wurde 2 cem Toluol zugesetzt, wahrend C keinen Toluolzusatz 
erhielt. Sowohl C als auch D wurden nun in einer Schiittelmaschine 
5 Minuten geschiittelt und darauf in den vorstehend beschriebenen Wasser- 
thermostaten gebracht, in welchem sie 2 Stunden bei 35° rotierten. 
Darauf wurden sowohl C als auch D filtriert, und in 20 cem des Filtrats 
wurde der N bestimmt. Das Resultat war: 

C: 9,84mg N, D: 9,37 mg N. 

Bei der Behandlung des Mehlextraktes mit Toluol wurden also bei 

diesem Versuch etwa 4,8°, des N im Extrakt gefallt, gebunden. 


Versuch 3. 

kK Br0O, und K JO, aber nicht K CIO, verursachen eine De pre ssion 
in der Loslichkeit des Mehl-N. Fir jede der in diesem Versuch aus- 
gefiihrten Extraktionen wurden 25g Mehl verwendet, die mit einer Mischung 
von 25cem von Sérensens Phosphatmischung von py 5,8* und 75 ccm 
Wasser extrahiert wurden. Zu dieser Extraktionslésung waren bei den 
verschiedenen Extraktionen kleine Mengen verschiedener Salze (wie aus 
Tabelle VIII, S. 28 ersichtlich) zugesetzt. Die Salze waren in solchen Mengen 
zugesetzt, dap die Extraktionslésung m/200 an diesen Salzen war. Die 
Extraktionszeit betrug 2 Stunden, Temperatur 35°. Die Resultate, 
als mg N in 20ecem des zentrifugierten und filtrierten Extraktes aus- 
gedriickt, gehen aus Tabelle VIII (linker Abschnitt) hervor. Man sieht, 
da®B sowohl ein Zusatz von KBrO, als auch von KJO, eine deutliche 
Depression in der Léslichkeit des Mehl-N verursacht. Die Depression 
kann konstatiert werden, ob man nun die Zahlen fiir K BrO, und KJO, 


mit den Zahlen des Kontrollversuchs vergleicht oder was moglicher 
weise richtiger ist mit den Zahlen der entsprechenden Halogenide, K Br 


bzw. KJ.  Beziiglich des Chlorats hingegen sieht man keine Depression 
in der Léslichkeit des Mehl-N, ob man nun mit dem Kontrollversuch oder 
mit der Zahl fiir KCl vergleicht. 

Zur Beurteilung der Genauigkeit, mit welcher diese Bestimmungen 
ausgefiihrt sind, soll angefiihrt werden, daB in jedem Extrakt drei N-Be- 
stimmungen ausgefiihrt wurden (fiir jede Bestimmung wurden 20ccm Extrakt 


* Dieses py wurde gewahlt, weil das p, der Mehlsuspensionen normaler- 
weise ungefaihr diesem Wert entspricht. Mehlsuspensionen sind an sich 
nicht schlecht gepuffert, es wurde jedoch fiir richtig gehalten, ein konstantes 
py wahrend der Extraktion noch durch diesen Zusatz an Phosphatpuffer 
zu sichern. 
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verwendet). Die beiden am meisten voneinander abweichenden dieser 
drei Bestimmungen wichen bis zu 1|'/,°%, voneinander ab (am. haufigsten 
aber unter 1 °,,). Die in Tabelle VIII angefiihrte Zahl ist die Durchschnitts- 
zahl dieser drei Bestimmungen. Die Resultate zweier verschiedener Ex- 
traktionsversuche mit demselben Mehl und derselben Extraktionslésung, 
aber an verschiedenen Tagen ausgefiihrt, wichen héchstens 2 °,, voneinander 
ab (des 6fteren aber viel weniger). Die Verwendung einer gut definierten 
Extraktionstechnik, wie z. B. die vorstehend S. 26 beschriebene, ist eine 
Voraussetzung dafiir, daB die Resultate mit dieser Genauigkeit reproduziert 
werden kénnen. 

Die beim Zusatz von KBrO, und KJO, wahrgenommenen De- 
pressionen von 4,6 bzw. 6,9°) liegen also ganz auBerhalb des Versuchs- 
fehlers und diirften als ganz sicher betrachtet werden. 


Versuch 4. 


Die von K BrO, und KJO, verursachte Depression in der Léslichkeit 
des Mehl-N wird verwischt bzw. vermindert, wenn Toluol hinzugesetzt wird. 
Dieser Versuch wurde ganz wie Versuch 3 ausgefiihrt, nur wurden bei jeder 
Extraktion 2cem Toluol hinzugesetzt. Die Resultate sind aus der Ta- 
belle VIII (mittlerer Abschnitt) ersichtlich; man sieht, daB§ die fiir K BrO, 
gefundene Depression, die im Versuch 3 4,6°% betrug, jetzt nur 1,2% 
betragt, also innerhalb der Versuchsfehler liegt. Fiir KJO, liegt die De- 
pression zwar stéindig auBerhalb der Versuchsfehler, ist aber auch hier 
durch den Toluolzusatz stark herabgesetzt. 

Tabelle VIII. 
25 g Mehl wurden 2 Stunden bei 35° mit 25 cem Phosphatmischung (py = 5,8) 


l 


+ 75 ecm Wasser + eventuellen weiteren Zusitzen extrahiert. 





x Zusatz von Toluol | Zusatz von Papain 
Kein Toluolzusatz (2 cem) zum Mehl. Kein 
(Versuch 3) (Versuch 4) Toluolzusatz 
(Versuch 6) 
Weiterer Zusatz _ — eee | See eee 
mg N in mg N in 
20 cem 20 ccm 
Extrakt Extrakt 
gefunden gefunden 





Depres- 
sion 
in °/5 


Depres- ‘ N ; Depres- 
sion sion 
Pcie Bg 
re gefunden in %o 

Kein Zusatz (Kontroll- 

WOINERE) 15,50 13,47 21,13 


KCl 15,37 || 13,48 |) 21,53 | 
K C10; 15.42 | 13'39 2121 | 
KBr 15,38 | | 18,35 20,98 | 

K BrOs 14'67 | wig {| 12 46733 | 222 
KJ 14,87 13,06 19,43 
KJ 0, 13,84 9 19)41 15.11 


1,5 


Salzen war 


m/200 an diesen 


5,0 


In solehen Mengen 


zugesetzt, dafi die 
Extraktionslésung 


22.2 


Man kénnte meinen, daB die bei den Versuchen 3 und 4 verwendete 
Konzentration der Oxydationsmittel — m/200 — ziemlich hoch ist, wenn 
man in Betracht zieht, da8 in praxi an z. B. KBrO, nur etwa ! 100 Mol 
pro 100 kg Mehl zugesetzt wird. Es ist ja richtig, daB es sehr kleine Mengen 
sind, die dem Mehl zugesetzt werden, andererseits aber sind die Fliissigkeits- 
mengen, die im Teig vorhanden sind, ja auch nicht sehr groB. Die wasserige 
Lésung, die in einem Teig vorhanden ist, ist zweifellos sehr konzentriert. 
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Versuch 5. 

Die backfahigkeitve rbessernden Oxydationsmittel, aber nicht KCIO,, 
crmégen die Gelatinespaltungs{ahigkeit des Papains zu hemmen. Fir den 
Versuch wurde eine Papainlésung verwendet, die durch Extraktion von 10 g 
von Wittes Papain puriss. mit 1] Liter Wasser in 30 Minuten bei 35° zu- 
hereitet wurde. Der Extrakt wurde filtriert und das Filtrat benutzt. Der 
Versuch ging im iibrigen in folgender Weise vor sich: 

Die Zusammensetzung der Reaktionsgemische war: 50 eem Gelatine- 


ésung (80 g Gelatine! pro Liter) + 30 ccm von Sérensens Citrat (py 4,95) 
10 cem Wasser + eventuellen Zusatzen von verschiedenen Salzen 


10cem der Papainlésung. 

Die Dauer der Spaltung betrug 7 Stunde bei 40°. Welche Salze den 
verschiedenen (im ganzen neun) Reaktionsgemischen hinzugesetzt waren, 
geht aus Tabelle IX hervor, in welcher auch angegeben ist, wie gro die 
Molaritat des betreffenden Salzes im Reaktionsgemisch war. Der Umfang 
der Spaltung wurde teils durch Titration nach Willstdtter-Waldschmidt- 
Leitz (31), teils durch Erstarrungsproben bestimmt. 

Titriert wurden 10cem des Reaktionsgemisches, teils zu Beginn 
der Spaltung gleich nachdem die Papainlésung zugesetzt worden war, 
teils am Schlusse des Versuchs genau 1 Stunde spater. Die Differenz 
zwischen den beiden Messungen ist in Tabelle [IX angefiihrt. Uber 
Einzelheiten bei den Titrationen soll folgendes angefiihrt werden: Den 
10 cem des Reaktionsgemisches wurden 2 cem einer 4°% igen Lésung 
von CaCl, zugesetzt, um eine zu stark klumpige Ausscheidung der Gelatine zu 
verhindern [siehe Waldschmidt-Leitz (32)|, darauf leem einer '!/, %igen 
alkoholischen Thymolphthaleinlésung. Es wurde mit  alkoholischem 
n/5 KOH bis zu einem graublauen (beinahe blauen) Farbenton titriert. 
Der Alkohol (100 cem abs. Alkohol) wurde nach und nach aus einer grofen 
siirette hinzugesetzt; zwischen jedem Zusatz wurde die Lésung bis zu einem 
graublauen Farbenton titriert, der dann bei dem nachfolgenden Alkohol- 
zusatz wieder verschwand; in dieser Weise wurde fortgesetzt, bis aller Alkohol 
zugegeben worden war, worauf die Titration beendet wurde. Die Genauigkeit, 
mit der die Titrationen ausgefiihrt werden konnten, war zufriedenstellend. 
Die gr6éBte wahrgenommene Abweichung zwischen Doppelbestimmungen 
in demselben Reaktionsgemische zu demselben Zeitpunkt betrug 0,11 cem 
n/5 KOH; in der Regel war die Ubereinstimmung sogar besser. 

Die Erstarrungsproben wurden in der Weise ausgefiihrt, daB das Re- 
aktionsgemisch, nachdem der Versuch beendet und die nétigen Proben fiir 
die Titrationen entnommen worden waren, schnell auf 25° abgekiihlt 
wurde, worauf 10 bis 15 ccm in ein kleines Becherglas gefiillt und darauf 
in einem elektrischen Kiihlschrank bei etwa + 2° aufbewahrt wurden. 
Das Aussehen der Probe im Becherglas wurde dann notiert, nachdem die 
Probe 1 Stunde im Kiihlschrank gestanden hatte und auBerdem, nachdem 
sie dort die Nacht hindurch gestanden hatte. Die Resultate der Er- 
starrungsproben sind auch in Tabelle 1X angefiihrt. 

Man sieht aus Tabelle IX, wie gerade die Salze, die backfaihigkeits- 
verbessernd sind, die Gelatinespaltungsfahigkeit des Papains stark hemmen. 
Uber die Ausfiihrung des Versuchs soll im iibrigen bemerkt werden, dali 


1 Qualitaét hier und in den folgenden Versuchen: ,,Extra Gold fiir 
bakteriologischen Zweck‘t von der A. G. Dansk Gelatine-Fabrik, Kopen- 
hagen. 
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Tabelle IX. Der Einflu8B versechiedener Salze auf die Gelatine 
spaltungsfahigkeit des Papains. 





Erstarrungsprobe 


cme ea 9 Aziditats- Aussehen der Probe nach 
mischung nach 1 Std. caheend i Sid. rAene 4 
1 Keine Salze 
hinzugesetzt 
(Kontrolle) . 1,20 leicht flissig leichttliissig 
2 US eee 0,003 mol. 1,25 a . 
3 | KClO,. . . . |} 0,003 , 1,25 = 
4 | Kor... . . || @00s5 1,25 3 a 
o> | KBrO, . . . | O0es , 0,30 ganz erstarrt ganz erstarrt 
ie so eee 0.008 . 1,20 leichttliissig leichtfliissig 
t Pees sb. ST eS 0,40 ganz erstarrt ganz erstarrt 
8  NaBO;.4H,O 0,009 , 0,20 ‘ " - n 
9 (NH,)oS,0, . 0,009 , 0,80 * leichttlissig Hissig 


* Diese Zahl deckt auBer dem Azidititszuwachs, der durch aufgehobene Peptidbindunger 
entstanden ist, auch den Azidititszuwachs, der infolge des Verlaufs des Prozesses 80 
H,O —> 280; + 2H + 0 eventuell entstanden ist. 


die verschiedenen Salze in den 10cem Wasser aufgelést, die in das Re 
aktionsgemisch eingingen, zugesetzt wurden. (NH,),8,0, und NaBO 
.4H,O, die sauer bzw. alkalisch reagieren, wurden jedoch nicht in Wasse1 
gel6st, sondern in 10 cem diinnem NaOH bzw. 10 cem diinnem HCl von 


solcher Starke, dai das py der Lésungen etwa 5 betrug. 


Versuch 6. 

In Weizenmehl, dem Papain zugesetzt ist, ruft K BrO, und KJO,, aber 
nicht KClO,, sehr groBe Depressionen in der Léslichkeit des Mehl-N herver. 
Dieser Versuch wurde mit demselben Mehl und in genau derselben Weise 
ausgefiihrt wie Versuch 3 (S. 27), nur war dem Mehl, bevor die Extraktion 
stattfand, Papain beigemischt. Fiir 1500 g Mehl wurde 0,6 g¢ von Wittes 
Papain puriss. verwendet. Das Papain wurde erst in einem Morser mit etwas 
Mehl verrieben, welches darauf in eine gréBere Portion Mehl gemischt 
und schlieBlich mit den gesamten 1500 g Mehl in einer kleinen Misch 
trommel durchgemischt wurde. 

Die Resultate des Versuchs 6 sind aus Tabelle VIII, S. 28 (rechter 
Abschnitt der Tabelle), ersichtlich. Man sieht die gewaltigen Depressionen, 
die der Zusatz von KBrO, oder KJQO, in der Léslichkeit des Mehl-N 
hervorruft und im Gegensatz hierzu die Unwirksamkeit des KCI1Q,. 


Versuch 7. 

Die backfdhigkeitverbessernden Oxydationsmittel, aber nicht KCILO,, 
vermogen die Gelatinespaltungsfahigkeit der Ananasproteinasen (Bromelin) 
zu hemmen. Eine frische Ananas, die etwa 600 g wog, wurde in Stiicke ge- 
schnitten, die darauf in einer kleinen Fruchtpresse (Tutti-Frutti-Presse ) 
gepreBt wurden. Es wurden etwa 140 ccm Saft gewonnen, der zentrifugiert 
wurde; das Zentrifugat wurde filtriert. Das entstandene Filtrat, das nach- 
stehend nur ,,Ananassaft*' genannt wird, wurde fiir die Versuche verwendet. 
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Die Zusammensetzung der Reaktionsgemische war: 50 cem Gelatinelésung 

80 g¢ Gelatine in | Liter) + 35cem von Sérensens Citrat (py = 4.95) + 12,5c¢em 

Wasser + eventuellen Zusatzen verschiedener Salze 2,5cem Ananassaft 
2cem Toluol. Die Dauer der Spaltung betrug 7 Stunde bei 40°. 

Der Umfang der Spaltung wurde durch Erstarrungsproben bestimmt : 
Nach AbschluB des Versuchs wurden die Reaktionsgemische schnell auf 25° 
abgekiihit, worauf 10 bis 15 cem in ein Becherglas gefiillt wurden. das in 
einem Kiihlschrank bei etwa 2° aufbewahrt wurde. Das Aussehen der 
Probe im Becherglas wurde zu verschiedenen Zeitpunkten notiert. Das 
Resultat des Versuchs sowie alle itibrigen Erlaiuterungen hieriiber gehen 
ius Tabelle X hervor. 

Man sieht, daB alle backfahigkeitverbessernden Salze und nur diese 
imstande waren, die CGelatinespaltungsfihigkeit des Ananassaftes zu 
hemmen. 


TabelleX. Der Einflu8 verschiedener Salze auf die Gelatine- 
spaltungsfahigkeit von Ananassaft. 








Die Konzen Erstarrungsprobe 
: tration Aussehen der Probe nach Aufbewahrung im 
Das hinzugesetzte des Salzes Kiihlschrank 
Salz in der ' 
Reaktions- aki ' die Nacht 
mischung wihrend 1! 4 Std Wihrend 1 Std. hindurch 
estore I leicht flissig leichtflassig 
KCl .... . |} 0,098mol. 2 
ROO, . ss. TORS. e ‘i -s 
KBr... . . | 0,003 , : ‘ eee 
RErO; ... . | OO0e . beinahe erstarrt ganz erstarrt 1 Std. 
.. a gy ER, leichttlissig leichtfliissig 
RiGee. is s+ TEC = ganz erstarrt ganz erstarrt 
NaBO,.4H,O* | 0,009 , = = . a 
(NH,)28,03* . || 0,009 , fliissig sehr dickflissig | ganz erstarrt 
* Diese Salze waren neutralisiert (auf pq = 5 gebracht), bevor sie der Reaktionsmischung 


zugesetzt wurden (siehe unter Versuch 5, S. 30). 


Versuch 8. 


Der Binflup von backfahigke itverbessernden Ox ydationsmitte In und 
einsger anderer Salze auf die Gelatinespaltungsfdhigkeit von Leberenzymen. 
Der Versuch wurde mit Lebersuspensionen ausgefiihrt, die aus frischer 
Kalbsleber nach einem von K.G. Dernby (33) beschriebenen Verfahren 
hergestellt wurden. Dieses Verfahren wurde in allen Einzelheiten befolgt; 
wir muBten jedoch etwas Wasser in die nach Dernby hergestellte Suspension 
einriihren, damit sie mit einer Pipette abgemessen werden konnte. Diese 
mit Wasser angeriihrte Suspension wird im nachfolgenden einfach als 
,,.Lebersuspension** bezeichnet. 

Die Zusammensetzung des Reaktionsgemisches war: 30 cem Gelatine- 
lésung (80 g Gelatine in | Liter) + 30 eem von Sérensens Citrat (py 4,95) 
+ 10cem Wasser + eventuellen Zusatzen verschiedener Salze + 30 cem 
Lebersuspension -+- 2 cem Toluol. 

Die Dauer der Spaltung betrug 2 Stunden bet 40°; waihrend der ganzen 
Spaltungszeit rotierte das Reaktionsgemisch in einem Glas in dem friiber 
(S. 26) beschriebenen Wasserthermostaten mit Rotationseinrichtung, um 
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zu vermeiden, da die Leberpartikel zu Boden sanken. Der Umfang de 
Spaltung wurde durch Erstarrungsproben bestimmt. Nach AbschluB de 
Versuchs wurde das Reaktionsgemisch in ein kleines Becherglas filtriert, 
das darauf in einem Kiihlschrank bei etwa + 2° aufbewahrt wurde. Da 
Aussehen der Probe in dem Becherglas wurde dann zu verschiedenen Zeit 
punkten notiert. Das Resultat des Versuchs sowie alle tibrigen Erlauterunger 
hierliber gehen aus Tabelle XI hervor. 


Man ersieht aus Tabelle XI, da8 nur K BrO,, KJO, und (N H,),S,0,, 
die alle backfahigkeitverbessernde Stoffe sind, imstande waren, die Ge 
latinespaltungsfahigkeit der Lebersuspension zu hemmen. Merkwiirdig 
ist indessen hier, daf der backféhigkeitverbessernde Stoff Na BO, . 4 H,O, 
der imstande ist, sowohl Papain als auch Bromelin (Versuche 5 und 7) 
zu hemmen, eine Spaltung der Gelatine hier nicht hat verhindern kénnen. 
Ohne dies Verhaltnis genauer untersucht zu haben, bin ich jedoch der 
Meinung, da8 es naheliegt, die Anomalie, die das Perborat hier zeigt, mit 
der Tatsache in Verbindung zu setzen, da Perborat im Gegensatz zu 
z. B. Persulfat eher ein Wasserstoffsuperoxyd-Additionsprodukt ist als ein 
echtes Persalz. Perborat wird daher sicher schnell durch die katalasereiche 
Lebersuspension gespalten, wodurch ganz andere Verhiltnisse entstehen 
als fiir die tibrigen Oxydationsmittel. 


Tabelle XI. Der EinfluB verschiedener Salze auf die Gelatine- 
spaltungsfahigkeit von Leberenzymen. 





Die Konzen Erstarrungsprobe 

tration 
Das hinzugesetzte des Salzes 
Salz in der ee see a ees : 
Reaktions- die Nacht 

mischung wihrend 1/5 Std. wihrend 1 Std hindurch 


Aussehen der Probe nach Aufbewahrung im 
Kiihlschrank 


Keine Salze) 

(Kontrolle) | ° 
KCl... . . . |} 0,003 mol. = i 
KCIO,; .. . | 0,003 ay ” 
BBri. . .« « | O00e ‘ = Wie nacl 
KBrO,; . .. . 0,008 , ganz erstarrt ganz erstarrt 1 Std. 

| eee leichttlissig leicht fliissig 
"Ce, fo ee ganz erstarrt ganz erstarrt 
NaBO;.4H,O* | 0,009 , leichtfliissig leichtfliissig 
(NHy)gS,0g* . 0,009 ,  beinahe erstarrt | ganz erstarrt 


— leichttliissig leichtfliissiyg 





* Diese Salze waren neutralisiert (auf p_=5 gebracht), bevor sie der Reaktionsmischung 
(siehe unter Versuch 5, S. 30) zugesetzt wurden. 


Versuch 9. 


Die Gelatinespaltungsfahigkeit von Weizenkeimen wird von K BrO, und 
KJO,, aber nicht KClO,, gehemmt. Der Versuch wurde mit Weizenkeimen, 
die in einer danischen Handelsmiihle aus Manitobaweizen hergestellt 
worden waren, ausgefiihrt. Die Keime wurden in einer kleinen Kaffeemiihle 
gemahlen, so daB sie ein Sieb mit zehn Drahten pro em passieren konnten. 
Die Zusammensetzung des Reaktionsgemisches war: 50 cem Gelatinelésung 
(20g Gelatine in 1 Liter) + 20cem von S6rensens Citrat (pH = 4,95) 

10 cem Wasser + Zusatz der verschiedenen Salze (siehe Tabelle XII) 
30 g Weizenkeim + 5ccm Toluol. 
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Die Reaktionszeit betrug 20 Stunden bei 35°: wihrend der ganzen 
it rotierte das Reaktionsgemisch in Glasern in dem S. 26 beschriebenen 
Vasserthermostaten mit Rotationseinrichtung. Der Umfang der Spaltung 
urde durch Erstarrungsproben bestimmt: Nach AbschluB des Versuchs 
urden die Reaktionsgemische 10 Minuten lang (3200 Umdr. Min) zen- 
rifugiert, die Zentrifugate in kleine Becherglaser filtriert und diese in 
nem Kuhlschrank bei etwa 2° aufbewahrt. Das Aussehen der Proben 
un den Becherglisern wurde dann zu verschiedenen Zeitpunkten notiert. 


Das Resultat der Erstarrungsproben sowie alle tibrigen Erliuterungen 
iber den Versuch gehen aus Tabelle XIL hervor. 

Man sieht, daB KBrO, und KJO,, aber nicht KCIO,, die Gelatine- 
paltungsfahigkeit des Weizenkeims gehemmt haben. Im tbrigen ist diese 
Fahigkeit ja auch ohne Zusatz von Hemmungsstoffen sehr schwach. Um 
die hemmende Wirkung von Bromat und Jodat demonstrieren zu kOnnen, 
wie es in diesem Versuche geschehen ist, mu man eine diinne Celatine- 
losung (in diesem Versuch waren 1'/,°, Gelatine im Reaktionsgemische) 
und eine lange Reaktionszeit (hier 20 Stunden) verwenden. 


Tabelle XU. 





Die Konzen Erstarrungsprobe 
: tration Aussehen der Probe nach Aufbewahrung im 
Das hinzugesetzte des Salzes Kiihlschrank 
Salz in der 
Reaktions- 
mischung wahrend 20 Min. wihrend 1 Std. Wahrend 3 Std. 
KCl. . . .. . 10,005 mol. fliissig beinahe erstarrt 
KCIO, .... 0,008 , ‘ 9 ” 
Pee os ks 3 TOO i - ‘a alle 
KBrO;.... « « /O00@ , ganz erstarrt ganz erstarrt erstarrt 
Be 8 Gok we HOU gs fliissig beinahe erstarrt 
KJOs; « ... | OOOO x ganz erstarrt ganz erstarrt 


Es soll noch bemerkt werden, daB das Reaktionsgemisch, dem Jodat 
zugesetzt worden war, eine etwas rétlichere Farbe angenommen hatte als 
die iibrigen Reaktionsgemische, als der Versuch nach 20 Stunden vorbei war. 
Ks handelt sich ja hier sicher um das Vorhandensein von Jod oder gefarbten 
Jodverbindungen, die wahrend der langen Reaktionszeit entstanden sind. 


Versuch 10. 


Die Gelatinespaltungsfahigkeit von Weizenmalz wird von K BrO, und 
KJO,, aber nicht KClO;, gehemmt. Der Versuch wurde mit getrocknetem 
Weizenmalz, das in einer Malzfabrik in Kopenhagen aus dinischem Weizen 
hergestellt worden war, ausgefiihrt. Das Malz wurde in einer kleinen Kaffee- 
miihle gemahlen, bis das ganze Material ein Sieb mit zehn Drahten pro cm 
passieren konnte. Die Zusammensetzung des Reaktionsgemisches war wie 
in Versuch 9; nur wurden 30 g Weizenmalz an Stelle von 30 g Weizenkeimen 
verwendet. 

Die Reaktionszeit betrug 4 Stunden bei 35°; die Reaktionsgemische 
rotierten waihrend der ganzen Zeit, wie in Versuch 9. Erstarrungsproben 
wurden ganz wie in Versuch 9 ausgefiihrt und die Resultate sind aus nach- 
folgender Tabelle XIII ersichtlich. 
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Tabelle XIII. 





Die Konzen- Erstarrungsprobe 

geen Phe ige ol Aussehen der Probe nach Aufbewahrung im Kiihlschrank 
Salz Reaktions- 

mischung Wihrend |). Std. Wiihrend 1 Std. Wiihrend 2 Std 
te 0,005 mol. Hiissig sehr dicktliissig beinahe erstarrt 
KCIO, . || 0,005 _,, " ” “ , " 
KBr. . 0,005, ‘- » ” ” " 
KBrO,;. | 0,005 _,, sehr dickflissig ganz erstarrt ganz erstarrt 
KJ .. 1 OM0D ., tliissig sehr dickfliissig | beinahe erstarrt 
KJO,; . 0,005 , beinahe erstarrt ganz erstarrt ganz erstarrt 


Man sieht, daB KBrO, und KJO,, aber nicht KCLO,, die Gelatine 
spaltungsfahigkeit von Malz, die im tibrigen nicht besonders grof ist, 
hemmen. 

Versuch 11. 

Ascorbinsdure wirkt backfahigkeitverbessernd. Sowohl fiir diesen Ver 
such als auch fiir die Versuche 12 und 13 wurde das Préaparat: ,,Kristalli 
sierte l-Ascorbinsiure (Vitamin-C)-Cebion MWerck** verwendet. 

An Reinheitsproben wurden nur ein Paar Titrationen mit n/1L00 Jod 
ausgefiihrt. Sie wurden mit kleinen Mengen des Priiparates ausgefiihrt, 
die gleichzeitig bei der Offnung des Originalglases mit dem Praparat 
entnommen wurden. 

20,8 mg Ascorbinsiure, in etwas Wasser gelést, erforderten 

23,60 cem n/100 Jod. 
24.9 mg Ascorbinséure, in etwas Wasser gelést, erforderten 

28,31 cem n/100 Jod. 





0 1 5 10 20 
mg Ascorbinsiure auf 560 g Mehl. 
Abb. 6a. 


5 10 
mg Ascorbinséiure auf 560 g Mehl 
Abb. 6b. 
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Dies ist beinahe genau der theoretische Verbrauch, vorausgesetzt, daB 
Mol Ascorbinsaéure 2 Atome Jod bindet. 

Die Backversuche wurden nach dem Verfahren des danischen Weizen 
wusschusses, das 8S. 4 beschrieben ist, und das 560 g Mehl pro Brot erfordert, 
usgefiihrt. Das Mehl war das Mehl schwedischen Sommerweizens, das S. 26 
rwahnt ist. Pro 560 ¢g Mehl wurden 300 com Wasser verwendet. Es wurden 
Brote mit Zusatz von 0, 1, 5, 10 und 20 mg Ascorbinséure pro 560 g Mehl 


vebacken und das iiberraschende Resultat daBs Ascorbinsaure backfahig- 
keitverbessernd wirkt geht aus Abb. 6a und b, die Photographien der 


Versuchsbrote wiedergeben, hervor. 


Versuch 12. 

Die Ursache dafiir, dap Ascorbinsdure die Backfdahigkeit verbessert, 
ist nicht darin zu suchen, dap die Ascorbinsdure die CO,-Entwicklung der 
Hefe stimuliert. Die CO,-Entwicklung in Teigen, denen Ascorbinsaure 
hinzugesetzt worden war, wurde in der unter Versuch 1, S. 22, beschrie- 
benen Weise bestimmt. Es wurde genau dasselbe Mehl und genau dieselbe 
Teigzusammensetzung wie in Versuch ll verwendet. Fiir jede Messung 
wurde die 280 g Mehl entsprechende Teigmenge verwendet. Die Resultate 
der Messungen gehen aus Tabelle XIV hervor. 


Tabelle XIV. CO,-Entwicklung in Teigen, denen kleine Mengen 


Ascor yinsaure Linzuyese f roraen ar. 
\ I ] Z tzt worden wat 





cem CQO.,, entwickelt in einem 
Grife des Zusatzes Teig, der aus 280g Mehl her- 


gestellt ist, 


Zusatz 

mg pro 20g = g pro 100kg nach nach nach nach 
Mehl Mehl 1Std. 2Std. 3Std. 4Std. 

Kein Zusatz; Kontroll- 
vorsuch. ..... 0 0 150 540 1055 1620 
Ascorbinsiure . . . . 0.5 0,179 145 530 »=61040 1600 
: re 2.5 0,893 135 520 1025 1585 
5.0 1,79 140 525 1035 1590 






10.0 3,57 120 505 1010 1560 

Man sieht, daB die Ascorbinsaiure jedenfalls nicht die CO,-Entwicklung 
fordert, vielmehr macht sich bei gréReren Zusatzmengen an Ascorbin 
siure eine schwache Hemmung der CO,-Entwicklung bemerkbar. 


Versuch 15. 


Die Einwirkung der Ascorbinsdure auf Papain, Bromelin und Leber- 
proteinasen. Der Versuch 5 (Papain), 7 (Bromelin) und 8 (Leberproteinasen) 
wurde wiederholt, indem die verschiedenen Reaktionsgemische, abgesehen 
vom Zusatz der Oxydationsmittel, genau wie unter diesen Versuchen 
beschrieben zubereitet wurden; ebenfalls waren Reaktionszeit und -tem- 
peratur genau wie bei diesen Versuchen beschrieben. Hier in Versuch 13 
wurde fiir jedes der drei Enzympraparate ein Versuch ohne Zuséitze, ein 
Versuch, bei welchem dem Reaktionsgemisch (deren Volumen ja 100 cem 
betragt) 25 mg Ascorbinsaéure zugesetzt worden war, und ein Versuch, bei 
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dem dem Reaktionsgemisch 50mg KBrO, zugesetzt worden war, aus 
gefiihrt. 

Krstarrungsproben wurden in der gewohnlichen Weise ausgetiihrt 
aus Tabelle XV ist der Ausfall dieser Proben ersichtlich. 


Tabelle XV. Der Einflu®B von Ascorbinsaure (25 mg auf 100 cen 
teaktionsgemisch) auf die Gelatinespaltungsfahigkeit von Papain 
Bromelin und Leberproteinasen. 
|Zwecks Vergleich sind Versuche ohne besondere Zusatze zu den Reaktions 
gemischen und Versuche mit Zusatzen von KBrO, (50 mg pro 100 ccm 


Reaktionsgemisch) ausgefiihit worden. | 





Erstarrungsprobe 
Aussehen der Probe nach Aufbewahrung 


Art des 


Enzympraparates 


Papainlosung 


Ananassaft 
(Bromelin) 


Lebersuspension 


Besondere 
Zusiatze 


keine 


Ascorbinsaure 


K BrOs 


keine 


Ascorbinsaure 


Kk Br O; 


keine 


Ascorbinsaure 


K BrOs 


nach 1/9 Std. 


leichtflissig 
ganz erstarrt 


leicht fliissig 

ganz erstarrt 
» “ 

leichtflissig 


ganz erstarrt 


im Kiihlschrank 


nach 1 Std. 


leicht fliissig 
ganz erstarrt 
leicht tlissig 
ganz erstarrt 


“ . 


leicht fliissig 


” 


ganz erstarrt 


die Nacht 

hindurch 
leichtflissig 
ganz erstarrt 

” ” 
leichttissig 
ganz erstarrt 


leichtflissig 


ganz erstarrt 


Man sieht, da Ascorbinsiure ebenso gut wie KBrO, Papain und 


Bromelin hemmt. Den Leberproteinasen gegeniiber besteht hingegen ein 
groBer Unterschied zwischen der Wirkung der Ascorbinsiiture und des 
Bromats; hier kann Bromat hemmen, Ascorbinsaéure aber nicht. 
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Apparatur zur Isolierung und quantitativen Bestimmung 
fliichtiger Substanzen aus biologischen Fliissigkeiten und 
anderen Gemischen. 
Von 
F, Lauersen. 
(Aus der I. Medizinischen Universitatsklinik Miinchen.) 
(Eingegangen am 27. Juni 1935.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Bei einer ganzen Reihe analytischer Untersuchungsmethoden 
ist zur exakten Erfassung einer Substanz ihre Isolierung oder die Be- 
seitigung stérender Einfliisse anderer Beimengungen — erforderlich, 
Wahrend die Beseitigung dieser stérenden Stoffe in vielen Fallen 


speziell bei klinisch-chemischen Untersuchungen — einfach durchtiihrbar 


ist, z. B. EnteiweiBung, Beseitigung von Zucker, Veraschung usw., ist in 
einzelnen Fallen eine Abtrennung nur durch Destillation zu erreichen. 
Ks erschien uns erwiinscht, ein Verfahren zu finden, 
das umstandliche apparative Anordnungen  ver- 
meidet und neben einfacher und schneller Durch- 
fiihrbarkeit eine quantitative Erfassung des 
Destillats gewahrleistet. 

Die naheliegende Anwendung des dem Soxhlet 
extraktionsverfahren zugrunde  liegenden — Prinzips 
zur Vereinfachung soleher Destillationen und zur 
gleichzeitigen Durchfiihrung einer eventuell erforder- 
lichen Umsetzung des Destillats ist aus folgenden 
Uberlegungen nicht méglich: 

Unter Beibehaltung der iiblichen Methode der 
RiickfluBdestillation ist eine Isolierung, vor allem 
aber eine quantitative Erfassung der letchter fliich 
tigen Substanzen unmodglich, da der héher siedende 
Bestandteil des Cemisches in den meisten Fallen 
das Wasser eine Kondensation eines leichter fliich- 
tigen Bestandteils im unteren Rohrteil des Kiihlers 
verhindert oder zumindest einschrainkt. Der wahrend 
der Destillation standig in den Kihler nachstr6mende 
Wasserdampf treibt den Dampf des leichter fliichtigen 
Bestandteils immer wieder in den Kiihler hinein 
und bringt die bereits im mittleren und oberen Teil 





Abb. 1. des Kiihlers kondensierte Fliissigkeit beim Zuriick- 
flieBen wieder zur Verdampfung. 

Wir haben nun eine Apparatur konstruiert, bei der die leichter 

fliichtige Substanz durch ein neuartiges Kiihlerprinzip zwangslaufig 


in das Auffang- bzw. ReaktionsgefaB getrieben wird. 
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Apparatur zur Isolierung fliichtiger Substanzen. 39 


Beschreibung der Apparatur '. 


Der Erlenmeyer-Kolben A ist durch den Normalschliff @ mit dem 
/wischenstiick B verbunden. Das Zwischenstiick 6 besteht aus einem weiten 
Glasrohr, das sich in seinem unteren Teil verjiingt. An der Ubergangsstelle 
befinden sich drei Einbuchtungen, auf denen das Einsatzrohr C  derart 
ruht, daB der Dampt aus dem Erlenmeyer-Kolben ungehindert in das 
Zwischenstiick eintreten kann. Am unteren Teil des Zwischenstiickes ist 
der Tropftrichter 6 angebracht, dessen englumiges Zufiihrungsrohr durch 
die Mitte des engen Rohrteils bis etwa lem in den Hrlenmeyer-Kolben 
hineinragt. (Durch Anwendung des engwandigen Kapillarrohrs laBt sich die 
Tropfenzahl sehr genau einstellen.) Am oberen Ende des Zwischenstiickes [2 
befindet sich der Normalsechliff ¢. Das zentral im Zwischenstiick / ruhende 
kalibrierte GlasgefaB C kann mittels Haken in die Apparatur eingesetzt 
bzw. herausgehoben werden. Der Zapfenkiihler D besteht aus einem Glas- 
zylinder, der mittels Normalschliff in das Zwischenstiick eingesetzt wird. 
Kurz unterhalb des Schliffes verjiingt sich der Kiihler zum eigentlichen 
Kihlzapfen, der bei zusammengesetzter Apparatur bis in das Einsatz- 
gefaB C hinreinragt. Das Kithlwasser tritt am Oberteil des Kiihlers bei d 
in ein bis fast auf den Grund des Zapfens reichendes weites Glasrohr ein, 
um nach Durehstr6mung des Kiihlers bei ¢ abzuflieBen. 

Durch ein enges Glasrohr, das durch den ganzen Kiihler fiihrt, werden 
die wahrend des Betriebes in der Apparatur auftretenden Druckschwan- 
kungen ausgeglichen. Durch Erhitzung der Fliissigkeit im Erlenmeyer- 
Kolben steigen die Dampfe in den oberen Teil der Apparatur, wobei der 
schwerer fliichtige Teil des Dampfes sich bereits im unteren und mittleren 
Teil des Zwischenstiickes / bei einer Temperatur kondensiert, bei der die 
fliichtigere Substanz noch dampff6rmig bleibt. Durch weitere Erwarmung 
des Kolbeninhalts wird die Temperatur im oberen Zwischenstiick so hoch 
getrieben, da der Siedepunkt der fliichtigen Substanz tiberschritten wird. 
Dadurech werden diese Dampfe an den Zapfenkiihler und in das Einsatz 
gefaB hineingedrangt. Da das Kiihlwasser am unteren Ende des Zapfen- 
kiihlers eintritt, befindet sich hier die tiefste Temperatur, bei der sich auch 
die fliichtige Substanz verdichtet und durch das weiter oben kondensierte 
Wasser in die Vorlage das EinsatzgefaB C hineingespilt wird. 

ZweckmaBig ist es, die zu isolierende Substanz sofort chemisch zu 
binden, oder aber in das VorlagegefaB eine geeignete Fliissigkeit zu geben, 
deren Siedepunkt etwa in der gleichen Hohe liegt wie der der zu isolierenden 
Substanz. 

Besonders geeignet ist die Apparatur fiir solche Bestimmungen, bei 
denen das Destillat anschlieBend mit einem anderen Reagens in der Warme 
umzusetzen ist. Dureh entsprechende Beschickung des VorlagegetaBes laibt 
sich dann gleichzeitig diese Umsetzung unter RiickfluBkiihlung ohne den 
sonst erforderlichen Mehraufwand an Zeit und Miihe durchfiihren. 


Die Brauchbarkeit der Apparatur zur Bestimmung fliichtiger 
Substanzen erweist die nachfolgend kurz beschriebene Anwendung der 
Methode zum Nachweis und zur Bestimmung des Acetons und der 
f6-Oxybuttersiure im Blute. 


‘ Die Apparatur wurde nach unseren Angaben von der Firma 
De. Bender & Dr. Hobein, Miinchen, angefertigt. 














F. Lauersen. 


Durch vorsichtiges Erwarmen des eiweibfreien Blutfiltrats mit 
verdiinnter Schwefelsiure wird das praformierte Aceton und das 
Aceton aus der Acetessigsaure in die mit stark alkalischer athvlalkoho- 
lischer Salicyvlaldehydlésung beschickte Vorlage getrieben und zur Di 
benziliden-aceton-verbindung umgesetzt. Die resultierende Farbung 
wird je nach der erforderlichen Genauigkeit mittels gew6éhnlichem 
Kolorimeter bzw. mittels Stufenphotometer gemessen und daraus dei 
Acetongehalt errechnet bzw. aus den in der Arbeit angegebenen 


Absorptionskurven abgelesen. 


Nach der Be- 


Beleganalysen. stimmung des Ge- 


(Stufenphotometrische Messung.) samtacetons wird in 





der gleichen Probe 

Vorgelegt Gefunden Vorgelegt Gefunden " 
me mg — me durch Zugabe von 

verdiinnter  Bichro- 

Aceton. 

0.07 0.40 0.40 = : 

0.08 0.39 buttersaure in Ace- 
, wwe 

0,09 0,42 ton ibergefiihrt und 

0.08 0.41 


matlésung die p-Oxy- 





entsprechend der 

j}-Oxybuttersaure (Testsubstanz CaZn-Salz der oben — geschilderten 
8-Oxybuttersaure) 

0,35 0,34 0,71 0.65 
0,33 0.70 Die genauen An- 
0,36 0,73 
0.35 0.70 


Methode bestimmt. 


gaben der Einzel- 
heiten der Bestim- 
mungsmethode erscheinen wegen ihres speziellen Interesses fiir den 
Kliniker in einer medizinischen Fachzeitschrift. Weitere Methoden 
dieser Art zur quantitativen Bestimmung physiologisch interessanter 
Substanzen, wie Acetaldehyd, Milchséure, Ameisensaure, Phenole u. a.m., 
werden zur Zeit ausgearbeitet. 
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Beeinflussung des Gewebsstoffweechsels durch optisch aktive 
Aminosiuren, 
Von 
Bruno Kisch. 
Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitat 
K6ln.) 
(Eingegangen am 27. Juni 1935.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Nachdem ich gezeigt hatte', daB die Atmung von Nierengewebe 
durch bestimmte Aminoséuren geradezu spezifisch hochgradig gesteigert 
wird, stellte Krebs? fest, daB die Niere das Vermégen besitzt, Amino- 
siuren oxydativ zu desaminieren. Dies konnte ich bestatigen und 
zeigen®, daB die Aminosiurendesaminierung sich im Gebiet der Tubuli 
contorti der Niere und nicht, oder nur spurenweise im Gebiete der 
Henleschen Schleife abspielt. Einer der auffalligsten Befunde der 
Krebsschen Untersuchungen war der, daB Rattenniere Aminosduren 
der d-Reihe, wie d (—)-Alanin, d (—)-Valin, d (+)-Leucin usw. 10- 
bis 20mal schneller desaminiert als die entsprechenden, natiirlich vor- 
kommenden Verbindungen der ]-Reihe. Mit Riicksicht auf die anders- 
artigen alteren Erfahrungen ‘, nach denen der Tierkérper von verfiitterten 
racemischen Aminoséauren vorwiegend die natiirlich vorkommende 
Form um- und abbaut, die in der Natur nicht vorkommende ausscheidet, 
haben neuerdings Abderhalden und Tetzner® Fiitterungsversuche mit 
d,1-Alanin an Ratten, Kaninchen, Hunden und Menschen ausgefiihrt. 
Sie fanden, daB im Harn d (—)-Alanin ausgeschieden wird. 

In Fortsetzung der erwéhnten eigenen alteren Versuche habe ich 
selbst seit langerer Zeit vergleichende Untersuchungen iiber die Beein- 
flussung der Atmung und Ammoniakbildung durch racemische Amino- 
sauren und optische Antipoden ausgefiihrt®, deren Resultat hier mit- 
geteilt sei. 

Methode. 


Die Atmungsversuche wurden in bekannter Weise mit der Methode von 
O. Warburg bei einer Wasserbadtemperatur von 37,5°C ausgefiihrt. Die 


! Bruno Kisch, diese Zeitschr. 238, 351, 1931; 242, 26, 1931; 247, 920, 
1934. * H. A. Krebs, Zeitschr. f. physiol. Chem. 217, 191, 1933. — * Bruno 
Kisch, Klin. Wochenschr. 14, 145, 1935; diese Zeitschr. 277, 210, 1935. 

' Literatur s. bei #. Abderhalden, Lehrb. d. physiol. Chem., Berlin u. Wien 
1931. 5 E. Abderhalden u. E. Tetzner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 232, 79, 
1933. ® Bei der Ausfiihrung der Arbeit wurde ich durch die technische 
Assistentin Frl. 2. Schumann und den Laboranten H. Ten)aeff sehr unter- 
stutzt. 

3* 








42 B. Kisch: 


zusatzfreie Nahrl6sung (NR) hatte folgende Zusammensetzung: 0,9 ° 
NaCl, 0,023 °%, KCl, 0,024 °, CaCl, 0,026°, NaHCO,, py 7,4. Die ver 
wendeten Aminosaéuren wurden in m/50 Konzentration zugesetzt. Das 
Pu war stets 7,4. 

Zur Bestimmung der Ammoniakbildung verwendeten wir die Method 
von Embden-Résch'. Die frischen Rasiermesserschnitte wurden auf eine: 
Mikrowaage gewogen und zu jedem Versuch etwa 100 mg Feuchtgewicht 
verwendet. Die Einzelheiten dieser Methode, wie wir sie durchfiihren, sind 
jiingst beschrieben worden. Die Versuche wurden an frischer und vergleichs 
weise auch an auf Eis gealterter Rattennierenrinde durch Nackenschlag 
getéteter Tiere ausgefiihrt und vergleichend an Schnitten aus Rinde und 
MarkauBenschicht? der Niere von Schaf, Schwein, Rind, die unmittelbai 
(auf Eis) vom Schlachthof geholt waren, also immerhin etwa friihestens 
1'/, Stunden nach T6tung des Tieres zur Untersuchung kamen. Die zu 
Versuchen verwendeten Organe vom Hund entstammten gesunden, elektrisch 
getéteten Tieren. 

Die Aminoséuren d, l-Alanin, 1(+)-Alanin, d,l-, 1(+)- und d(—) 
Valin, d(+)- und 1|(—)-Leucin sowie d,1-, d(—)- und 1(-+-)-Isoleucin 
waren von Hoffmann-La Roche, d,\-Valin und | (+ )-Alanin sowie d (+) 
Leucin auBerdem auch von Schuchardt bezogen. 

Zu ganz besonderem Dank bin ich Herrn Geh.-Rat E. Abderhalden 
verpflichtet, der mir auBerdem in freundlichster Weise etwas d (—-)-Alanin 
und 1(+-)-Alanin eigener Herstellung zur Verfiigung gestellt hat. Die 
Mehrzahl der Versuche wurde, wie erwihnt, mit Niere ausgefiihrt, einige 
Kontrollversuche auch mit Leber. Die Bezeichnung der Aminosiéuren 
beziiglich ihres optischen Verhaltens erfolgt gemaéS den Vorschligen von 
Freudenberg und Abderhalden. In den Tabellen ist in Klammern stets auch 
die Herkunft des Praparats (A., La R., Sch.) angegeben. 

Die in den Abbildungen verwendeten Daten entstammen Versuchen, 
bei denen stets alle angefiihrten Proben gleichzeitig an Schnitten des gleichen 
Materials ausgefiihrt wurden. 


Versuchsergebnisse. 
Nierenatmung. 


1. Alanin. 


Die Atmungsversuche sind ganz eindeutig in allen Proben. Es 
sollen deshalb in der Tabelle I nur einige kennzeichnende Beispiele 
angefiihrt sein, waihrend die Abb. 1 das Resultat statistisch zusammen- 
faBt. 


Ubereinstimmend lehren all unsere Beobachtungen, daB d (—)- 
Alanin eine wesentlich héhere Steigerung der Atmung an Nierenrinde 
hervorruft als das racemische d,1-Alanin, wahrend die Atmungs- 
steigerung bei Verfiitterung von | (+-)-Alanin geringer ist als bei Zufuhr 
von d, l- oder d (—)-Alanin, ja mitunter wirkt (Ratte Nr. 29, 30, 32) 
d (—)-Alanin sehr reichlich atmungssteigernd, | (-+-)-Alanin iberhaupt 


1 H. Rosch u. W.te Kamp, Zeitschr. f. physiol. Chem. 175, 158, 1928. 
* Diese Zeitschr. 277, 210, 1935. 
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9° nicht. Tabelle I zeigt ferner in Ubereinstimmung mit meinen friiheren 
\ngaben!, daB im Gegensatz zu den tubuli contorti der Nierenrinde 

r die Atmung der Henleschen Schleife durch Alanin nur wenig oder gar- 
od nicht gesteigert wird. Wie friiher war auch diesmal die Atmungs- 
ine) steigerung durch Alanin bei Rinderniere auffallend gering. 
icht 
oa Tabelle I. Beeinflussung der Nierenatmung durch Alanin 

4 (La R. u. A). 
lag 
and ; Nierenrinde Yp, in Nierenmark (J, in 
bat bint Tier Vor- NR + m/10" NRin 50° 

such lier hehi . ) 
ens vehandlung | — : 

Nr NR d,l o1(+))d(—)| NR d,l | 1(4) d(—) 
Zu 
co 381 Ratte Nr. 25 frisch 15,6 30,2 23,2 

381 - » 26 4 17,0 32,2 , 24,0 

) 383 a » oo 31/54 alt | 19,3 | 29,6 | 19,8 
cin 384 S ~ OF frisch | 20,0 31,4 | 23,2 

) 386 >. = ae 42 alt 21,0 31,8 23,8 

384 =! » oo frisch 18,2 | 24,4 | 22,9 
F 386 . . 4h alt 18,9 | 29,8 | 22,0 
eat 412 5 frisch 13,5 | 21.3 13,5 28,0 
— 423 x ; 17,0 | 25,5 17,5 33,7 
Die 425 aan 31h alt 17,9 25,5/ 19,7 35,6 
ige 437 ee 5h, 21,9; — | 22,8 40,4 
ren 466 . ea 34 = 16,2 | 23,8 | 19,2 31,0 23,6 25,1 | 23,9 
ron 469 . o ae frisch 14,8 | 25,7 | 16,1 | 32,9) 12,2) - 12,8, 13,8 
ach 387 | Schwein , 37 1/2 alt | 8,9) 13,8) 9,6 2,1) 23) 2,7 

389 u a 5D. = 10,0 | 16,3 | 10,4 7,0; 81) 7,2 

398 4 » 38 Qh. 10,0 | 16,6 | 14,5 61 83) 63 
_ 400 a » 38 51,0 , | 11,0} 17,4 | 13,8 7,8; 87) 84 
en 416 ‘ ~ “1 21/, ,, 93 /13,3)11,2 14,3 8,4 8,7, 94 

417 ja = at 41/ oh . 8,6113,0| 9,2)12,8) 7,6; — | 7,3) 88 

391 Schaf , 24 2h. | 11,4 | 23,6 | 14,5 8,6) 81) 8,1 

393 ks 5b . =| 14,3 | 18,8 | 15,5 11,7 | 12,4 11,2 

413 a » 26 Qh | = 14,6 | 20,5 | 15,3 | 29,0) 15.6; — | 15,0) 16,7 

415 i » 26 6> | | 12,71 17,5 | 16,2 | 25,4 || 11,2 14,2 16,8 

441 a » 2 6" . | 16,9 | 22,5} 16,3 | 31,0)| 9,9} — | 10,8; 11,5 

474 Meer- { Nr.30 frisch 15,6) — |17,3)19,1)11,7| — | 11,5) 12,7 
Es 477 schweinchen | , 31 ¥ 14,6} — | 14,8) 18,5) 14,9) — 13,9) 14,1 
ple 497 Rind, Embryo Nr.1 |) 1*/.halt | 5,2) 7,1|) 63) 7,8) - 
on 498 | , » wil 4%, || 58] 81] 7,8| 89 os 

499 re a 7 5h 81! — | 7,5! 93) — | — 

547. Schwein, | Nr. 1 4h . 8,0 8,0; 9,2 
:. 548 | Embryo | 2 6h , 5,6 54° 6,8 
de zee 
; 2. Valin. 
iS- 
hr Die Ergebnisse der Tabelle II zeigen, daB& auch Valin die Atmung 
2) der Nierenmarksubstanz viel weniger beeinfluBt, als die der Nieren- 
pt rinde, und auch hier ist die atmungssteigernde Wirkung von I (++ )-Valin 

im Vergleiche mit der des d, I-Valin sehr gering, ja meist (Ratte Nr. 30, 
8. 


! Diese Zeitschr. 277, 210, 1935. 
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Tabelle Il. Beeinflussung der Nierenatmung durch Valin (La R. 





Nierenrinde Vo. in Nierenmark Yo, in 


Ver- , , rote ' >a 

bom Vor- NR + m/50 Valin NR + m/50 Valin 
behandlung 

Nr NR . } NR d,1 1 (+ 


412 Ratte Nr. 29 frisch 13,5 
423 . » 30 - 17,0 
425 ‘ » oO 34 alt 17,9 
435 = » Oe tO ae 18,9 
467 = » Ot hh . 14,3 
468 . » oo frisch 16,5 
409 Schaf , 25 2halt 18,3 
411 " « oo 6h 16,1 
440 - » 20 | a 13,1 
401 Schwein , 39 2. 8,8 
402 . » oF gb . 8,8 
405 . » 40 Qh , 7,4 
407 ‘s . 40 5h . 7,8 
418 & a 6h 8.8 
547 Schwein, { Nr. 1 4h . 8,0 
548 Embryo | , 6b . 5.6 6.9 
475 Meer- {Nr.i gh” 16.5 19.9 
478 schweinchen | , 11/,b , 12.4, 17,8 
497 = Rind, Embryo Nr. L1/,h 5,2; 7,4 
499 * ms Oe ae 8,1 8,7 


Schaf Nr. 25, Schwein Nr. 39, 40, 41) fehlte sie ganz, bei sehr deutlicher 
Wirkung des d,1-Valins. Die atmungssteigernde Wirkung des Valins 
kommt somit ebenfalls in erster Reihe dem d (—)-Praparat zu. 

Die Frage, ob etwa das gewahlte pu unserer Nahrlésung das er- 
haltene Resultat bedingt, lieB sich auf Grund besonderer Versuche 
verneinen. Auch bei abnormalem pu der Nahrlésung findet man die 
gleichen Verhaltnisse fiir Alanin und Valin, wie sie eben geschildert 
wurden. 

Das zeigen die zwei folgenden Versuchsprotokolle von Rattennieren 
rindein NR mit m/50 Zusatz der angegebenen Aminosauren. Jede Versuchs 
reihe (sieben Einzelversuche) ist gleichzeitig an Schnitten der gleichen Niere 
ausgefiihrt. 





Qo, inNR 
(py 7,4) 


Zusatz 


1(+ )-Alanin 

d ( i 
d, l-Valin 

i(+)- » 


Versuch Nr.1.. . 21,9 
Versuch Nr. 2. 


3. Leucin. 
Die Leucinversuche lehren, da Nierenrinde nur dureh d (-+-)- 
Leucin atmungssteigernd beeinfluBt wird. | (—)-Leucin wirkt nicht so, 
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; Abb. 1. 
Beeinflussung der Nierenatmung durch Zusatz von m/50 Aminosdure zum NR. Nierenrinds 
schraftiert, Nierenmark weif. Zahl der Versuchsreihen in Klammern. [(‘ber den Siiulen A] 
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im Gegenteil, be: frischer Ratten-, bei Meerschweinchen-, Schweine 
tinder- und Schafniere sogar deutlich atmungshemmend. Noch i) 
einem anderen Punkte verhielt sich das Nierengewebe Leucin gegeniibe 
anders als Alanin und Valin gegentiber. Dic Atmung der Henlesche; 
Schleife wird durch d (+-)-Leucin schwach, durch | (—)-Leucin ab 
meist bei Ratte und Schaf sehr deutlich, jedoch beim Schwein und bein 
Meerschweinchen, sowie beim Rind nicht gesteigert. Die Henlesch 
Schleife verschiedener Tierarten reagiert also auf Leucinzufuhr seh 
verschiedenartig. Bei Schafniere Nr. 29 z. B. bei der die Atmung de 
{inde dureh | (—)-Leucin um 19,3°, gehemmt wird, wird die de: 
Henleschen Schleife um 86%) gesteigert. 


Tabelle Ill. Beeinflussung der Nierenatmung durch Leuein (La R. 





Nierenrinde Qp, in Nierenmark QJ), in 


Ver- . rae ' 

such bet — NR + m/50 NR + m/50 
-handlung .. uci : euc 
enant £ N Leucin NR Leucin 


1 (—) d (4 1(—) d(4 


Ratte Nr. 33 frisch 16,4 29,6 17,5 
a » o4 a 3,6 | 11,3 3,E 12,2 
, » 34 31/9” alt 18,3 ) 
35 frisch tray 
36 is , 17,8 | 2: 
36 2halt 25, 24,1 | 
3s 4h ” * 6,6 
39 11/,h , 9, 20,1 
40 th ” 23,0 | : 
41 11h 18,8 | 2 
42 gh 23,3 | 2! 
| 
Nr. 30 | 34/,h ,, 11,7 
Shei | ~ oo 4b , 12,4 | 
schweinchen » 33 4" . 14,1 | 
| » 36 frisch 16,2 | 
36 52; 138 
Schaf Nr. 29 a 15,0 | 20,9 
» 2 * 11,0 | 20,0 
, 33 H1/,b 16,2 | 17,8 


Schwein Nr. 43 joel Ri 8,7 16,5 

. ee ‘a f G7. | 137 

44 5b , 6 | 10,8 | 20,4 

44 7h 97 | 19,4 

48 81> A 7,1 | 18,0 

“ » 48 am | : 5,8 | 10,9 

> » 49 Qh , 10,6 | 25,3 

Rind Nr. 57 gle y 10,9 | 133 

Rind, Embryo Nr. 1 4h , 5, be | 7, 

‘ mn 5 a 5b , 7,6 | 

Nr. 1 4h 9,3 
2 6b 6,2 


BO) ek tk ed ft 
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4. Isoleucin. 

Die zum Vergleich mit dem Leucin ausgefiihrten Isoleucinversuche 
iehe Tabelle 1V und Abb. 1) ergaben folgendes: Die Atmung der 
Nierenrinde von Meerschweinchen wird durch Isoleucin wenig beeinfluBt, 
die von Ratte wird dureh d (—)-Isoleucin deutlich gesteigert, durch 
| (+)-Isoleucin aber ebenso oder noch stirker als durch d (—)-lsoleucin. 
\uBerdem fallt auf, daB die Atmung der Rattennierenrinde durch 
d, l-Isoleucin meist starker geférdert wird als durch d (—)- oder | (+-)- 
Isoleucin allein. Da Rattennierenrinde aber (siehe weiter unten) das 
d (—-)-Isoleucin etwa zehnmal ausgiebiger desaminiert als | (+-)-lso- 
leucin, so besagt das, daB die Atmungssteigerung durch | ( +-)-lsoleucin 


Tabelle IV. Beeinflussung der Nierenatmung durch Isoleucin 


(La R.). 





Nierenrinde j Nierenmar oR 
a ' nrinde Vo, in ierenmark in NR 
behand- NR + m/50 Isoleuecinu + m/50 Isoleucin 


lung 
NR d,l 


Ratte Nr 14/45 alt | 19,7 26,8 | ¢ 
15, 11 19,7 | 34,6 | § 
11/,2 , || 17,6 | 22,6 | $ 
3) . || 20,7 | 36,3 | 25 
frisch 19,3 | 25,0 | 2 
35 alt 18,2 21,9! § 
frisch 20,4 | 30,2 |; 
ir. 31 | 54." alt 161) — 
32 2 = 16,3 
; » 3d | 14%" , 15,2) — 
sch nem » 84) frisch | 18,2/ 16,1 
; ; , on 35 alt 14,5 17,6 
» 35] frisch 13,0 14,5 
» 30 gh. 12,9 | 14,8 
Schwein Nr.45 {| 2) , 8,2 
i ante 5h 6,5 
" » 45 7h 6,2 
iia Qh’ 108 
e 47 gh 9,0 


Schaf 31 Qh 15,0 21,4 | 14,5 
P 31 | 34h 17,2 0 | 18,0 
. 31 | 5h 14,5 21,4 | 15,0 
32 | & , 1 15,8) 18, 3 | 15,3 
$8 | gb. 14,1 8 | 15,0 


frisch 10,9 10,6 
1)/,%in NR. 13,1 12,9 
frisch 8,7 10,0 
11/,Min NR 13,1 14,1 | 15,3| 12,6 
frisch | 13,4 15,7 114.5 
11/,®in NR 13,8 16,8 14,2 


Nr. 58 2b alt 7,9 .9| 8,4 
, 58 Boh . | 98 10,2 11,1] 10,1 
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48 B. Kisch: 


bei diesem Organ nicht nur einem oxydativen Desaminierungsvorgang 
sondern auch anderen chemischen Prozessen zuzuschreiben ist, und di: 


héhere Wirkung des d, |-Isoleucins, die dieses Priparat im Vergleic! 


mit d(—)-Isoleucin wohl bei Ratte, nicht aber bei Schwein, Schat 
Katze und Rind, bei denen auch | (-+) unwirksam ist, zeigt, ist als ein 
Potenzierung verschiedener oxydationsf6rdernder Prozesse aufzufassen 


5. Vergleich der Wirkung verschiedener Aminosauren. 
Abb. 1 zeigt, daB die Nierenrinde verschiedener Tierarten bei 
unserer Versuchsanordnung durch die verschiedenen Aminosauren ve1 
schieden stark atmungssteigernd beeinfluBt wird. Es ergab sich z. B. bei 
Beriicksichtigung bloB der d-Reihe der Aminoséuren folgende Stufung 
der Atmungssteigerung fiir Nierenrinde im Durchschnitt aller Versuche 
bei frischer Rattenniere: Alanin (+ 108%) — Isoleuein (+ 34°) 
- Leucin (+ 24%); 
bei Schafsniere ahnlich: Alanin (+ 94°) > Isoleucin (+ 39°,) 
- Leucin (+ 14°); 
hingegen bei Schweineniere umgekehrt: Isoleucin (+ 199°) 
Leucin (+ 94%) > Alanin (+ 51%). 


Desaminierung. 


Aus Tabelle V und Abb. 2 geht deutlich hervor, dafS bei Alanin, 
Valin, Leucin und auBer bei der Ratte auch bei Isoleucin (siche oben) 
die Wirkung optischer Antipoden unter den Aminosauren auf die Atmung 
der Nierenrinde ihrer Desaminierbarkeit durch das entsprechende 
Gewebe etwa parallel geht. 

d (—)-Alanin, d, l-Valin und d (-++)-Leuein, die deutlich die Nieren- 
atmung steigern, werden von Ratten-, Schweine-, Schaf- und Hunde- 
nierenrinde auch reichlich desaminiert, | (+-)-Alanin, 1 (+)-Valin und 
|(—)-Leucin, die die Atmung der Nierenrinde wenig oder nicht steigern, 
werden auch nicht oder bedeutend schwacher desaminiert. Daf es 
sich bei dieser oxydativen Desaminierung um fermentative Vorgainge 
handelt, lehrten Versuche, bei denen, wie z. B. in Versuch 86, Tabelle IV, 
ein Kontrollparallelversuch mit Schnitten der gleichen Niere gleich- 
zeitig ausgefiihrt wurde, jedoch nach vorhergehender Erwarmung 
('/, Stunde) der Schnitte in der Nahrlésung auf 65 bis 70° C. Bei derart 
inaktivierten Schnitten war keine Spur von desaminierender Fahigkeit 
mehr vorhanden. 

Es liegen also in der Niere tatsachlich eine oder mehrere d-Des- 
aminasen vor, d. h. auf Desaminierung der Aminosaéuren der d-Reihe 
eingestellte Fermente, wie dies bereits Krebs gefunden hat, und diese 
Fermente sind im Gebiet der Nierenrinde, nicht aber oder nur wenige! 
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Tabelle V. 


Desaminierung verschiedener Aminosauren durch 
Nierenrindengewebe bei py 7,4 und 37°C. 





Desaminierung 


Versuch 


Nr. 


59 Ratte 
60 : 
79 - 
99 b a 
100 b Ph 
61 Schwein 
61b - 
64a a 
64b 
70a pa 
70b a 


62a Schaf Nr. 1 


69 a 
8la a 


68 Ratte 
79b ‘. 


65a Schwein : 
65 b ne. ae 
66a - B 
66 b a B 
102a C 


80a Schaf A 
80 b ey 
103a ae 


82b Ratte 
85a - 
85b 
102 Schwein C 
84 Y D 
89a vs ) 
90a Schaf B 
103 b . © 
86 Hund 


104 Schaf D 
106 Py 


112a | Schwein Nr. 49 
104b as Se 
106 b a , 48 
112b a . 49 


110a Ratte Nr. 44 
110b « of 


Vor- 


behandlung 


frisch 


frisch 


Dh 


Qh 
Qh. 
Qh 
Dh 


“ 


frisch 


” 
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| 
| 


| 
| 
| 








Aminosa&ure 


Alanin 
(La Roche) 


Alanin | 
(Abderhalden) 


Alanin 


| 
(La Roche) | 
| 


Alanin 
(Abderhalden) \ 


Alanin 
(La Roche) 
Alanin | 
(Abderhalden) \ 


Valin 


(La Roche) 


Leucin 


(La Roche) 





Isoleucin 


(La Roche) 





d,1 


36,6 
45,1 


99,7 
113,1 
101,6 
149, 


45, 


durch 1 g Organ in 2 Std. 
in ecm m5000 N H, 


d (—) 1(+) 


0,0 
0,0 
42.8 
4,1 
0,0 
2.8 
7,6 


107,7 
55,6 





50 B. Kisch: 


in den Henleschen Schleifen wirksam!, von den gleich zu erwahnende: 
Ausnahmen abgesehen. Ob die geringe Desaminierung von Amino 
siuren der ]-Reihe (manchmal fehlte sie ganz) auf eine eigene 1-Des 
aminase oder auf eine Umwandlung des Substrates in seinen optischen 
Antipoden —zurtickzu 
Alanin Pe fiihren ist. muB zu 
nachst dahingestellt 

bleiben. 
Einer besonderen 


968 : , 
; Untersuchung bedurfte 
404 

noch das Verhalten der 
oY 5 rss ; Marksubstanz von 

» LOU dientinainatiineatii 

dil dl dy de dew ae Schweineniere gegen Iso 
Rate fr Rate fr Schat = Schat Schwein “—_ leucin und von Schaf- 

y) 


67) (2) (2) Y (2) , e 
ai niere gegeniiber Leucin 


Valin | Leucin d(+)-Leucin und _ be- 
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jedoch, daB bei unserer 
Versuchsanordnung die 
Henlesche Schleife des 
Schafes weder d (-+)- 
noch | (—)-Leucin merk- 
lich desaminiert. Das 


n lsoleucin i 


al 


wiirde besagen, daB dic 
Atmungssteigerung 
dieses Gewebes durch 


43, 12,5 




















L_] 
diy deity dete peti i oe oe 
Katte frisch Schat Schwein Leucin [ahnlich der der 
(2) (2) Y Rattennierenrinde 
Abb. 2. Desaminierang von m/50 Aminos&uren durch Nieren- durch | (+-)-Isoleucin i 
rinde ausgedriickt in eem/5000 N Hg pro g Feuchtgewicht des ee ie an = 
joven bteigting. 284 ve rmutlich nicht dur h 
oxydative Desaminie- 
rung dieser Aminosiuren zustandekommt. Hingegen lieB sich eine 
deutliche, wenn auch nicht hochgradige Desaminierung des d (—)- 
Isoleucin durch Marksubstanz der Schweineniere nachweisen. 
In zwei Versuchen ergab z. B. bei der tiblichen Anordnung Schweine- 
nierenmark in cem m/5000 NH, pro g Substanz ausgedriickt in 2 Stunden 


1 Bruno Kisch, diese Zeitschr. 277, 210, 1935. 
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‘ine Ausbeute bei d (—)-Isoleucin von 25,7, bzw. 15,leem NH, bei 
(+)-Isoleucin in den gleichen Versuchsreihen jedoch keine merkliche 


N H,-Ausbeute. 
Versuche mit Lebergewebe. 
Einige erganzende Versuche mit Lebergewebe, die in Tabelle V1 
und Abb. 3 zusammengestellt sind, zeigen folgendes: Bei frischer Ratten- 





Tabelle VI. Beeinflussung der Leberatmung durch Aminosauren. 


Ver- Bei Zusatz von 
Vor- A minosaure Yo 
) . » a z 
behandlung * inNR. ™m/50 m/50 m/50 
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Tier 


Ratte Nr. 2 3) alt 6,0 2. 12.4 
: 11/,b , 7,6 Q. 8! 

friseh 113 13,0 

31/,5 alt 9,8 11,8 

2) 7,3 8,0 

frisch 11,0 10,0 
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3) alt 11,6 

8.6 
6.1 
6,1 
6,2 
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52 B. Kisch: 


Tabelle VI (Fortsetzung). 











Ver- vi 
such Tier hahendbiess Aminosdure 
Nr. 
448 Ratte Nr. 34 2h alt 
495 “ » 42 14/,> , 
508 Katze 6 Sr . 
507 6 51/yh 
512 “ ee | 31/,h - 
513 és Aimer 5b ,, Pe 
516 m - AS 31/,b , 58 
R17 ) 7 sf 
517 " » 38 5}, oe”. 
536 Schwein Nr. 49 3} gh ss al 
537 » 4 51/4) ,, 
542 B » 00 oS . 
543 “ » oO 81/,b , 
539 Meer- | Nr. 36} 14/.5 , 
540 | schweinchen | , 36); 31.) , 
508 Katze Nr. 6 36 
509 - a ae 51,2 , 
512 a a B1/.0 , 
513 . “a 5h | 
516 . ~ ve §1/,b | Par 
517 - as 5h 5 rc 
536 Schwein , 49 | 31, , 2% 
537 - » 49 Bish 25 
542 . » 2h - 
543 s , &O 3} 9” 2 
539 Meer- { Nr. 36) 1) 2 ‘ 
546 schweinchen | , 36) 33/,5 , 
, Alanin 
7 
’ 74 7,4 . 
4 4 
| fee ale At 
NWR Uf WR WR ili WR. le IR 
7 Peel” ee eee ee 
~ aa —— tristh a 27h Schweint-3h kind shalt 
Y ) 
vein 
WR le) dl NR ley al al wal NR ify) al 
Katte trisch Meerschm fr Schat2-7h Schwein 1-3halt 
(a) @) me _&W 
Leucin een? 
89 50 
MP dy le WR. lw 
aide ar at 
Schwein Schwein 
(J) w 
Abb. 3. Beeinflussung der Leberatmung durch Zusatz 


von m50 Aminosiuren zum NR. 





Bei Zusatz von 








Vo, in : Qe 
>" m/50 m/50 m/50 
NR d,l l(-) d (+) 
7.3 -—— 7,2 6,8 
9,0 _ 10,2 | 11,5 
10,4 111 | 1038 
8.5 9,7 8,8 
7,2 9,7 9,7 
6.6 8,0 8.6 
8,4 9,3 9,9 
5,7 6,6 8,9 
2,1 3,1 5,0 
1,6 2,7 3,5 
5.2 3,1 3,1 
1,8 1,8 2.6 
6.3 6,5 tt 
5,9 6,7 6,4 


21 59 a4 8.8 
1,6 5,3 1,4 6,9 
3,2 5,7 33 6,7 
1,8 3,0 “1 8,2 
6,4 59; 7,2 7,0 
5.9 6,0 59 6.0 
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giert, wie auch die Niere dieses Tieres, besonders stark auf d (—)- 
Isoleucin. Dementsprechend zeigen auch die Desaminierungsversuche, 
daB d (—)-Alanin und d,1-Valin viel starker durch Leber von Ratte, 
Schwein, Schaf und Rind desaminiert werden als | (+)-Alanin oder 
1(+)-Valin. Ein Vergleich der Abb. 4 und 5und der Tabelle VII mit 
den entsprechenden bei Niere gewonnenen Werten zeigt ferner, das die 
Desaminierung der gepriiften d- Aminosauren durch Nierenrindengewebe 
viel hochgradiger ist, als die durch Lebergewebe und dementsprechend 
rufen auch die gepriitten d-Aminosauren bei Nierenrinde eine viel 
stirkere Atmungssteigerung hervor als bei Lebergewebe. 








Alanin 
2 
A Valin 
178 
"2 7 
74 77. 
9 P 
aly daly doy wali wal 
hatte fr. Schwein kind hatte fr = Schwein 
@ (5) @ Y (2) 


Abb. 4. Desaminierung von m/50 Aminosiuren durch Lebergewebe ausgedriickt in ecm ge- 
bildeter m/5000 NH, pro g Gewebe in 2 Stunden. 


Tabelle VII. Desaminierung verschiedener Aminosaéuren durch 
Lebergewebe. 





Desaminierung durch 





Vor- lg Org in 2 Std. 
— Tier behand- Aminosdare in’ ones aes NH, 
lung eS ee ts ee 

Nr. m/50 d,1 | m/501 (+) m/50 d (—) 
88 Ratte frisch Alanin (Abderhalden) —_ 0,0 17,8 
100 = % 4 e — 3,8 4.5 
73 (Schwein Nr.40 22 alt m i — 1:2 26,2 
75 " ~ 401 2 . a a —_ 93 24,4 
78a - ~ 4a oP a + -~ 18,3 24.6 
87 - i. oe S 3 — 2,5 34,0 
9a . » 45; 22 , 2 m — 3,9 7,5 
76 Schaf A 2a M ‘ -- 17,3 39,3 
81 a 3 ab , ” = — 9,3 20,5 
74 Rind 2b , % 4 a 0 9,7 
886 Ratte frisch | Valin (La Roche) Ge 0,0 ~ 
78b Schwein Nr.42 2» , ‘ _ 14,1 9,4 

93b/, ,  , 45 Qh” : : 211 0.0 - 


Zusammenfassung. 
Die alteren eigenen Beobachtungen tiber Wirkung der Amino- 
sduren auf Nierenmark und Nierenrinde werden neuerlich bestatigt 
und erweitert. 














B. Kisch. 


Atmungssteigernde Wirkung sowie Desaminierbarkeit sind bei ver 
schiedenen Tierarten nicht bei der gleichen Aminosdure optimal. Es 
ergab sich fiir Atmungssteigerung bei der Nierenrinde unter Berick- 
sichtigung bloB der d-Reihe. bei der Ratte an frischem Gewebe die Reihe: 
Alanin (+- 108°) > Isoleucin (+ 34%) > Leucin (+ 24%). bei ge- 
altertem Gewebe der Schafsniere : Alanin (+ 94°) > Isoleucin (+ 39% 

- Leucin (+- 24°%,): fiir die Schweineniere jedoch ergab sich: Isoleucin 
(+ 199%) > Leuein (+ 94°) > Alanin (+- 51%). 

Die Aminosauren der d-Reihe steigern die Atmung der Nierenrinde 
durchwegs starker als die der |-Reihe mit Ausnahme der Isoleucin- 
wirkung bei Ratte und Meerschweinchen. Dies ist auch bei abnormer 
Erhéhung und Erniedrigung des px der Nahrlésung der Fall. Die Atmung 
der Henleschen Schleife des Schafes und der Ratte wird in gealtertem 
Zustande durch Leucin stark gesteigert, besonders durch | (—)-Leucin 
und die des Schweines durch d (—)-Isoleucin. 

Nierenrinde desaminiert auch durchwegs bei unserer Versuchs- 
anordnung die Aminosiuren der d-Reihe bedeutend starker als die 
der |-Reihe. 

Dahingegen desaminiert die Henlesche Schleife die untersuchten 
Aminoséuren nicht merklich, auch nicht die des Schafes das Leucin, 
wahrend die des Schweines d (—)-Isoleucin, wenn auch schwach, des- 
aminiert. 

] (+)-Isoleucin wird, obwohl es die Atmung der Nierenrinde der 
Ratte deutlich steigert, von dieser nicht merklich desaminiert. | (—)- 
Leucin wirkt bei frischer Ratten- und Schafsniere, sowie bei Meer- 
schweinchenrinde atmungshemmend. 

Das Nierenrindengewebe der EKmbryonen von Rind und Schaf 
verhalt sich den d- und |-Aminosiuren gegeniiber grundsiitzlich genau 


wie das erwachsene ‘Tiere. 
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Atemwerte frischer Siugetiergewebe. 
Von 
Bruno Kisch. 


Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitat 
K6ln.) 


(Eingegangen am 27. Juni 1935.) 


Vor einiger Zeit habe ich eine kleine Statistik der Atemwerte 
frischer Gewebe auf Grund von etwa 250 eigenen Versuchsreihen mit- 
geteilt!. Nachfolgend seien diese Angaben durch eine Statistik der 
eigenen Versuche der letzten 1'/, Jahre erganzt, die sich teils auf friseh 


dem K6rper gesunder, eben getéteter Tiere entnommene Gewebe be- 


zieht, teils auf Gewebe gleicher Art, die vor dem Versuche | bis 3 Stunden 
lang auf Eis verwahrt wurden, um den EinfluB dieses ,,Alterns** auf die 
Gewebsatmung zu studieren. 

Alle Versuche sind nach der Warburgschen Methode bei 37,5° C Thermo- 
statentemperatur ausgefiihrt. Der Gasraum der GefaiBe enthielt reinen 
Sauerstoff. Die mit der Hand hergestellten Rasiermesserschnitte atmeten 
in einer Ringerlésung folgender Zusammensetzung: 0,9°, NaCl, 0,023 °, 
KCl, 0,024° CaCl, 0,026°, NaHCO,. Das pq betrug 7,4. 


Tabelle I. 





Zahl W 3 in NR 
der 
Tierart Organ Ver- Vorbehandlang — . Mittel- Mittel- 
¢ Mini- Maxi- “wert wat 


suche mum mum 1934 1933 
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25.4 192 201 
27.5 18,7 
21,6 | 16,2 
23.6 16,4 
13.7 9,4 
12.0 88 
10.5 6,7 
8.7 5.3 
8,6 5.4 
52 38 
Nierenrinde frisch 21.6 142 
= | 11/, bis 34 204 148 
Nierenmark friseh 19,2 | 11,1 
a 1/5 bis 3h 17,0 11,8 
Leber frisch ta Ge 
‘a 1}/, bis 3h 68 52 
Herz frisch 45) 3,2 
a 1 11), bis 3h 4,1 
Zwerchfell 2 frisch 56} 66), 6,1 

a — (|1'/, bis 3b - | - 


1 Diese Zeitschr. 271, 420, 1934. 
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b. Kisch: 


Tabelle I (Fortsetzung). 
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Da die Nahrlésung fiir diese Versuche keinerlei verbrennbare Nahr- 
stoffe wie Glucose, Aminosdéuren usw. enthielt, so beziehen sich die mit- 
geteilten Werte auf die Gewebe im Hungerzustand. Unter ,,Nierenrinde* 
sind Schnitte aus der Rindenzone der Niere gemeint, die vorwiegend die 
Tubuli contorti enthalten, unter ,,Nierenmark‘ Schnitte aus der AuBenzone 
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ier Markschicht! der Niere in der neben Sammelréhren vor allem die 
Henleschen Schleifen enthalten sind. 

Die Ratten und Meerschweinchen waren gesunde, durch Nackenschlag 
vetétete Tiere. Hunde und Katzen sind durch elektrischen Strom getétet 
ind die Organe der Haussiugetiere gleich nach der Tétung auf Eis vom 
Schlachthof geholt worden. 


Ergebnisse. 

1. Die Tabelle lehrt, daB unter unseren Versuchsbedingungen die 
Atmung des gleichen Gewebes auch in frischem Zustande bei verschie- 
denen Tierarten verschieden groB ist und auch bei der gleichen Tier- 
art individuellen Schwankungen unterliegt. 

2. Bei allen untersuchten Tierarten ist die Atmung der Nierenrinde 
von allen gepriiften Organen am gréBten, dann folgt die der Henleschen 


Schleife, die fast durchweg kleiner als die der Nierenrinde ist und in 


Abstand Leber, Herz und Zwerchfell. 

3. Nach 1 bis 3stiindigem Altern ist die Atmung von Nierenrinde 
und Nierenmark hoéher als in frischem Zustande oder unverandert, 
wahrend die Atmung von Leber, Herz und Zwerchfell bei mehrstiindigem 
Altern auf Eis merklich absinkt. 


1 Diese Zeitschr. 277, 210, 1935. 











Uber das Vorkommen yon Phenylithylamin in Pilzen. 
Von 
Werner Keil und Hans Bartmann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Einyegangen am 28. Juni 1935.) 


In héheren Pilzen wurde Phenylaéthylamin bislang noch nicht 
aufgefunden. Lediglich im Autolysat von Steinpilzen fand es Reuter’, 
in frischen Steinpilzen konnte er es jedoch nicht nachweisen. Es wai 
naheliegend, daran zu denken, daB bei der Selbstverdauung der Pilze 
das Phenylithvlamin durch Bakterienwirkung aus Phenylalanin oder 
Tyrosin entstanden sein konnte. Dies war jedoch unméglich, denn 
Reuter hatte die Autolyse unter Zusatz von Natriumfluorid, Chloroform 
und Toluol vor sich gehen lassen, auBerdem sich durch Kulturversuche 
iiberzeugt, da die Masse steril geblieben war. Wir haben nun Phenyl- 
athvlamin in frischen Butterpilzen (Boletus luteus) aufgefunden und 
zwar im Destillat der Basenfraktion. Phenylithylamin ist bekanntlich 
mit Wasserdimpfen fliichtig. Wir haben dann weiter den Goldréhrling 
(Boletus elegans) untersucht, aber in ihm kein Phenylathylamin ge- 
funden, obwoh] doch botanisch dieser Pilz dem Butterpilz sehr nahe 
steht. AuBer Phenylithylamin fanden wir in beiden Pilzen noch 
Putrescin, Cholin und Fumarséure, Substanzen, deren haufiges Vor- 
kommen in Pilzen bekannt ist. 


Beschreibung der Versuche. 
Darstellung des Phenylathylamins. 


10 kg frischer Boletus luteus bzw. elegans werden mit 96 °,igem Alkoho! 
iibergossen. Die Masse wird dann durch die Fleischhackmaschine getrieben 
und unter Alkohol eine Weile lang stehengelassen. Der durch Auspressen 
gewonnene Extrakt (13 Liter) wird durch Kieselgur filtriert, man dampft 
auf ein kleines Volumen im Vakuum ein. Zur weiteren Reinigung wird mit 
basischem Bleiacetat gefallt. Der Uberschu8 an Blei wird mit Schwefelsiéure 
entfernt. Es wird nun mit Phosphorwolframsiure ausgefallt. Die Fallung 
wird nach griindlichem Waschen mit verdiinnter Schwefelséure in iiblicher 
Weise mit Baryt zersetzt. Der UberschuB von Baryt wird mit Kohlenséure 
entfernt. Man dampft die Basenlésung im Vakuum unter Vorlage von Salz- 
siiure zum Sirup ein. Das stark saure Destillat wird wiederum auf ein kleines 
Volumen eingedampft. Man versetzt mit Goldchloridchlorwasserstoffsaiure 
und laBt einige Tage stehen. Es kristallisiert ein Chloroaurat in groBen 
hellgelben Blattchen aus. Dieses zeigt einen unscharfen Schmelzpunkt 
um 100°C. Beim Erhitzen riecht es nach Benzonitril. Es wird mit metalli- 


' C. Reuter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 167, 1912. 
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schem Silber in das Chlorhydrat verwandelt. Dieses gibt keine Millonsche 
Reaktion. Es wird mit Platinchlorid in ein sehr schwer  lésliches 
Chloroplatinat verwandelt. Zur Analyse wird im Hochvakuum getrocknet. 


4,275 mg Substanz: 4,580 mg CO,, 1,460mg H,O, 1,275 mg Pt. 
C,,H,.N, .H,PtCi,. Ber.: 29,8% Pt, 29,4% C, 3,7% H. 
(658,25) Get.: 29,82 Pt, 29.22% C, 3,82°, H. 


Das Phenylaithylaminchloroplatinat bildet in kaltem Wasser und _ in 
Alkohol sehr sechwer lésliche hellgelbe Nadelehen vom Fp. 246/49°. Ein 
Mischschmelzpunkt mit synthetischem Phenylaithylaminchloroplatinat 
zeigte keine Erniedrigung. Auch dieses Salz riecht beim Erhitzen iiber 
seinen Schmelzpunkt nach Benzonitril, eine Eigenschaft, durch die Phenyl- 
ithylamin leicht erkannt werden kann. Tyramin zeigt diese Eigenschaft 
nicht. Die salzsaure Lésung des Phenylithvylamins mit Natriumnitrit 
versetzt riecht nach Rosen (Bildung von Phenylathylalkohol). Die Gesamt - 
ausbeute an Phenylathylamin betrug etwa 1g des rohen Chloroaurats. 


Darstellung des Putrescins und Cholins. 


Die eingedampfte Lésung der freien Basen wird mit Silbernitrat und 
Baryt in eine Arginin-, Histidin-' und Lysinfraktion verwandelt. Aus der 
Lysinfraktion wird mit Quecksilberchlorid das Putrescin und Cholin nieder- 
geschlagen. Die Trennung der beiden erfo!gt mit Pikrinsiure. Das gewonnene 
Putrescinpikrat (fp. 255° unter Zersetzung) wird ins Chloroaurat ver- 
wandelt. 

13,05 mg: 0,897 eem N (757 mm 24°). 

11,53 mg: 2,64mg CO,, 2,31 mg H,O, 5,645 mg Au. 

C,H, N,..HAuCl, + 2H,O Ber.: 2,26% H, 5,97% C, 49,04 % Au, 3,48 % N. 
(802,2) Gef.: 2,24% H, 6,24% C, 48,96 % Au, 3,48%N. 
Fp. 235/40° (verlangt 235/40°). 

Aus dem Filtrat des Putrescin-pikrats bzw. direkt aus der Lysintraktion 
laBt sich mit Reinecke-Salz ein Reineckat gewinnen, das in Aceton schwer 
loslich ist. Es schmilzt nach dem Umkristallisieren aus Pyridin bei 281/84° C. 
Nach dem Zersetzen wird das Chloroaurat dargestellt. 


5,460 mg: 2,427 mg Au. 
C;,H,,NO.AuCl,. Ber.: 44,50% Au. 
(443,1) Gef.: 44,40°, Au. 


eal) 


Fp. 265/67° (unkorr.) (verlangt 265/68°). 


Darstellung der Fumarsdure. 


Der Niederschlag mit basischem Bleiacetat wird in Wasser suspendiert. 
Man versetzt mit 5 °,iger Schwefelsdure bis zu stark kongosaurer Reaktion. 


' Aus der Histidinfraktion konnte keine reine Substanz isoliert werden. 
Sie zeigte eine starke Diazoreaktion, diese beruhte jedoch nicht auf Vor- 
handensein von Ergothionein oder Herzynin, auf die besonders gefahndet 
wurde. Auch in Edelpilzen (Psalliota campestris) scheint das Herzynin 
nicht regelmaBRig vorzukommen, denn Keil fand in 10 kg nur Histidin als 


einzige Substanz, die die Diazoreaktion gibt. 
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Nach dem Abfiltrieren des Bleisulfats wird mit Ather ausgeschiittelt. Dem 
Ather wird mit verdiinntem Ammoniak die Fumarsaure entzogen. Ma) 
stellt das Silbersalz durch Fallen mit Silbernitrat dar. Dieses wird nac 
griindlichem Waschen mit Schwefelwasserstoff zersetzt und zur Kristalli 
sation eingedampft. Es werden pro kg Boletus luteus bzw. Boletus elegan- 
lg Fumarséure gewonnen. 


4,620 mg: 1,42 mg H,O und 7,06 mg CQ,. 

7,080 mg brauchen 12,12 cem n/100 NaOH. 

0,484 mg in 13,308 mg Campher (K = 40,0°) = 12,8° Fp.-Erniedrigung. 
C,H,O,. Ber.: 41,4 % C, 3,5 % H, 58,0 Aqu.-Val.-Gew., 116,0 Mol.-Gew. 
(116,0) Gef.: 41,69°%, C, 3,46 H, 58,2 Aqu.-Val.-Gew., 114,0 Mol.-Gew 


Zusammenfassung. 
Nur im Basendestillat von Boletus luteus wurde Phenvlathylamin 
aufgefunden. Aus Boletus luteus und Boletus elegans wurden noch 
Cholin, Putrescin und Fumarsiaure isoliert. 
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Zur Chemie und Pharmakologie vergorener Nahrungsmittel. LV. 
Von Werner Keil und Franz Pértner. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Eingegangen am 28. Juni 1935.) 


Untersuchung verschiedener Bakterien tiber die Fahigkeit zur Bildung von 
Acetyleholin. 

In einer friiheren Publikation kamen Keil und Bodo Kritter! zu 
der Uberzeugung, daB die Bildung von Acetylcholin bei der Garung 
des Sauerkrautes bzw. der Gurken durch ein bestimmtes Milchsaure- 
bakterium veranlaBt wird. Wir haben nun dieses Bakterium durch 
eine Reihe von Passagen, sowohl aus sauren Gurken wie aus Sauerkraut 
reingeziichtet”. Es bildet auf Gurkensaft im Laufe von etwa 6 bis 
8 Tagen Acetylcholin bis zu einer Konzentration von 1 : 40000. Dieses 
Bakterium ist nicht in der Lage Histidin zu Histamin zu decarboxylieren. 
Auch kann es Arginin nicht verandern. Es bildet aus Zucker Milchsaure, 
bis zu einem py von etwa 3,7. Wir haben daraufhin andere Bakterien 
bzw. Pilze auf die Fahigkeit Acetylcholin zu bilden untersucht. Unter- 
sucht wurden: Oidium lactis, Penicillium glaucum, Saccharomyces, 
Kahmhefen, Torula und Amylobacter; von Bakterien: Bacterium 
coli, Bact. prodigiosum, Bact. violaceum, Staphylococcus pyogenes, 
sowie Streptococcus acidi lactici. Alle bildeten auf sterilem Gurkensaft 
kein Acetylcholin. 

Es wurden dann eine groBe Reihe von Bakterienstimmen, insgesamt 
30, die aus Kot, Milch und Rachenabstrichen geziichtet waren*, gepriift ; 
jedoch wurde auch hierunter kein Bakterium, das Acetylcholin bilden 
kann, gefunden. Weitere Milchséurebakterien werden wir, sobald sie 
uns zugangig sind, noch auf die Befahigung Acetylcholin zu bilden, priifen. 
Nach unseren bisherigen Erfahrungen ist die Fahigkeit Acetylcholin 
zu bilden charakteristisch fiir unser aus Sauerkraut und sauren Gurken 
gezogenes Bakterium, das mit Hennebergs B. cucumeris fermentati 
identisch zu sein scheint. 


Untersuehung von Silofutter. 


Die Einséiuerung des Futters kann bekanntlich auf verschiedene Weise 
ausgefiihrt werden. Hochkohlenhydrathaltige Futter werden, ahnlich wie 
es beim Sauerkraut geschieht, einfach in ein Silo eingestampft und unter 
LuftabschluB einer Selbstgirung iiberlassen. Schon Henneberg schreibt, 
daB hierbei dasselbe Bakterium, da® auch bei der Sauerkraut- und Gurken- 
girung die Hauptrolle spielt, namlich das Bacterium cucumeris fermentati, 


1 W. Keil u. B. Kritter, diese Zeitschr. 276, 61, 1935. 2 Uber den 
bakteriologischen Teil berichten wir spater. 3 Fir die Ziichtung dieser 
Bakterien sind wir Herrn Dozent Dr. Habs vom Hygienischen Institut 
Heidelberg zu groBem Dank verpflichtet. 
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den groBten Anteil bei der Milchséiuregérung ausmacht. Beim zweiten We. 
der Einséuerung, und dies kommt besonders fiir hocheiweiBhaltiges Futt« 
in Betracht, wird dem Futter eine geniigende Menge Zucker zugesetzt, dam t 
sich ausreichende Mengen der zur Konservierung notwendigen Milchséure 
bilden kénnen. In diesem Falle werden wohl dieselben Bakterien wie ob« 
zur Wirkung kommen. Nach dem dritten Verfahren versetzt man das Futte: 
mit einer Mineralsaéurel6sung. Hierdurch stirbt das Futter schnell al), 
und die zuerst ziemlich hohe Séurekonzentration sinkt nach v6lliger Durc! 
dringung des Futters mit der Saure so weit ab, daB Milchsiurebakterien 
sich ansiedeln ké6nnen und den Zucker des Futters mehr oder weniger vo! 
standig vergaren. 

Um nun zu untersuchen, ob auch beim Silage-Verfahren Acet, 
cholin entsteht, untersuchten wir als erstes einen Silagesaft einer 
Mais-Sonnenblumensilage!. Dieser Saft war von nicht unangenehmem 
Geruch und zeigte saure Reaktion. Es war nicht méglich aus dem 
véllig klaren Saft Bakterien zu ziichten; er erwies sich als steril. Bei 
der Priifung am isolierten Rattendarm erzeugte er etwa dieselbe Kon- 
traktion wie ein vorhandener ausgegorener Gurkensaft. Dies entspricht 
einer Acetylcholinkonzentration von etwa 1: 40000. 

Zur Isolierung des Acetylcholins wurde nun 1,5 Liter des Saftes aut 
etwa 150cem im Vakuum eingedampft. Der Saft wurde dann mit Blei 
acetat zur Reinigung ausgefallt. Nach dem Abfiltrieren des Nieder 
schlags wurde der geringe Uberschu8 an Bleisalzen durch Natriumsulfat 
entfernt. Nun wurde mit Reinecke-Salz ausgefallt. Die Fallung wird mit 
Wasser, Alkohol und Ather gewaschen. Man trocknet hierauf im Exsikkator. 
Die trockene Fallung wird nun wiederholt mit kaltem Aceton extrahiert. 
Die in kaltem Aceton leicht léslichen Anteile des Reineckats zeigen einen 
Schmelzpunkt von iiber 200°. Sie werden durch nochmaliges Ausziehen 
mit wenig kaltem Aceton und Eindampfen im Vakuum von der Hauptmenge 
anorganischer Reineckate auf diesem Wege vollig getrennt und von vor 
handenem Putrescin-Reineckat weitgehend befreit. Das so gewonnene 
Reineckat wird nun mit Silberacetat und Kochsalz zersetzt. Man fallt mit 
Natriumpikrat noch vorhandenes Putrescin aus, und nach Entfernung de! 
iiberschiissigen Pikrinsaéure mit Essigsiure und Wolle wird das Filtrat 
wieder auf ein kleines Volumen im Vakuum eingedampft. Man fallt nun 
mit Goldchloridechlorwasserstoffsiure aus. Das ausgefallene Goldsalz 
wird mit metallischem Silber zersetzt und die Chloridlésung erneut mit 
Goldchloridchlorwasserstoffsaure gefallt. Das Goldsalz zeigte einen Schmelz 
punkt und Mischschmelzpunkt von 168°. Es bestand aus den charak 
teristischen hellgelben Blattchen des Acetylcholinchloroaurats. Seine 
Menge betrug nur wenige mg. Doch ist an der Reinheit des so charak 
teristischen Salzes gar nicht zu zweifeln. (Au: 40,9; ber. Au: 40,7.) 


Untersuchung iiber verschiedene Silagen. 
Im Verlauf der angestellten Versuche wurden nun noch vier weitere 


Silagen auf die Bildung von Acetylcholin geprift. Ganz besonders 
sollte hierbei beobachtet werden, in welehem Mabe Wechselbeziehungen 


1 Dieser Saft wurde uns in liebenswiirdiger Weise von der Direktion 
des Limburger Hofes zur Verfiigung gestellt. 
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wischen dem Gehalt an Acetylcholin und der Gite des Futters be- 
-tehen. 


Zu den nun folgenden Versuchen wurden vier verschiedene Silagen 
verwandt, die sich voneinander durch die Art der Zubereitung und Zu- 
sammensetzung unterschieden. 


I. Maissilage (Landwirt P.F., Rohrbach). 
II. Obstsilage (Landwirt D., Rohrbach). 

Ill. Wickensilage (Prof. S., Ludwigshafen). 

IV. Mais-WeiBriibensilage (Landwirt C., Rohrbach). 

Gemeinsam bei allen Silagen war der stark saure Charakter. Die 
Maissilage war aus frischem, klein geschnittenem Mais zubereitet und unter 
OldeckelverschluB in einem Silo der Selbstgaérung iiberlassen worden. 
Diese Silage hatte ein frisches unverdorbenes Aussehen und zeigte einen 
angenehmen und guten Geschmack und Geruch. Die Obstsilage, aus 
Kelterresten, in der Hauptsache aus Birnen- und Apfelschalen bestehend, 
war zur Verfiitterung gleichfalls ohne Zusatze einsiliert. Sie wurde weder 
im Geruch, noch im Geschmack unangenehm empfunden und war deshalb 
von den Tieren als Futtermittel begehrt. Die Wickensilage, aus griinen 
Wicken hergestellt, war mit Hilfe von Pentesta und einem Zusatz von, 
Melasse einsiliert worden. Sie hatte einen héchst widerlichen, Brechreiz 
verursachenden Geruch nach Buttersiure. Im Gegensatz zur Maissilage 
zeigte sie kein frisches, griines Aussehen, sondern war tief dunkelbraun 
gefarbt. 

Die letzte und ungeeignetste Silage setzte sich aus kleingeschnittenem 
Mais, WeiBriiben und Griinfutter zusammen. Sie zeigte ahnlich wie die 
Wickensilage einen faulen, Brechen erregenden Fakalgeruch, der auf der 
sildung von Buttersdure beruhte. Bemerkenswerterweise wurde sie trotz- 
dem, mit anderem Futter vermischt, nach anfiainglichem Widerstreben 
von den Kiihen gefressen. Bei der Zubereitung war dieser Silage Zucker 
zugesetzt worden und zwar kamen auf lebm 10 kg Zucker. Diese an- 
gefiihrten Silagen wurden nun einzeln auf ihren Gehalt und die Konzen- 
tration von Acetylcholin am isolierten Rattendarm gepriift. Dabei wurde 
folgendermaBen vorgegangen: 

100 ¢ frische Silage werden mit 100cem lauwarmem destillierten 
Wasser ausgezogen. Nach 10 Minuten langem Durchriihren wird der Extrakt 
durch Kieselgurfilter abgesaugt. Der klare Saft wurde dann auf seinen 
Gehalt an Acetylcholin am isolierten Rattendarm gepriift. Dabei tritt 
bei den einzelnen Silagen eine verschieden starke Kontraktion des Darms ein. 
Um die Konzentration des in den vier Silagen enthaltenen Acetylcholins 
festzustellen, wird der Exrakt jeweils mit synthetischer Acetylcholin- 
l6sung am isolierten Rattendarm austestiert. Man findet hierbei fiir die 
Maissilage eine Konzentration von etwa 1: 80000. Die Obstsilage zeigt 
eine etwas héhere Konzentration, namlich etwa 1: 60000. Die Konzen- 
tration in der Wickensilage betrug dagegen nur etwa 1: 250000. 

In der letzten, aus Mais und WeiBriiben bestehenden Silage war 
dagegen kein Acetylcholin nachzuweisen. 

Daraus ist zu schlieBen, daB die beiden ersten. buttersiurefreien 
angenehm riechenden Silagen den héchsten Wert von Acetylcholin 
aufweisen. Wenn diese in der Konzentration gegeniiber dem Saft aus 
der oben erwahnten Mais-Sonnenblumensilage nachstehen, so ist das 
selbstverstandlich, denn in diesem Falle wurde ja nicht ein PreBsaft 
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verwendet, sondern das Futter mit dem gleichen Gewicht Wass 
ausgezogen. Die wahre Konzentration des Acetylecholins im Futté 
diurfte also eine sehr viel héhere sein und mindestens etwa das Doppelt 
betragen. Wir sind uns klar dariiber, daB die Untersuchung dies: 
vier Silagen zahlenmaBig noch nicht viel besagt. Wir haben deshalh 
die Absicht, noch weiter systematisch Silagen verschiedener Herkunft 
und verschiedenen Futters zu untersuchen, ob mit Hilfe der Acety! 
cholinbestimmung wirklich ein RickschluB auf die Gite des Futters 
gezogen werden kann, wie es nach unseren Erfahrungen bisher aussieht 


Versuche wiber Speicherung von Acetylcholin im tierischen Organismus nac] 
subcutaner Injektion und oraler Verabreichung von synthetischem Acetylcholin 
nach 2 bis 48 Stunden. 

Zu diesem Zweck werden 0,2 g Acetylcholinchlorid pro kg Ratte 
subeutan injiziert. Diese Dosen wurden iiberlebt; wesentlich héhere 
Dosen waren schon nach kurzer Zeit letal. Sofort nach der Injektion 
traten bei den Tieren heftige Krampfe, verbunden mit starkem Hervor- 
treten und Trainen der Augen, auf. Dieselben Erscheinungen zeigten 
sich ebenfalls bei der Fiitterung mit Acetylcholinchlorid, wobei pro kg 
Ratte 4 ¢ verwandt wurden. Nach zwei Stunden wurde dann, nachdem 
die Krimpfe abgeklungen waren, die Ratte getétet, Leber und Milz 
entfernt und mit !/,°%,iger Essigsaure daraus ein Extrakt hergestellt. 

Auf 1g Leber kamen 3cem Essigséure. 

Auf 1g Milz kamen 5cem Essigsaure. 

Der auf diese Weise gewonnene Extrakt zeigt am isolierten Ratten- 
darm keine Kontraktion. Somit ist kein Acetylcholin in Leber und Milz 
gespeichert. Auch saémtliche genau so angestellten Versuche nach 4 bis 
48 Stunden, insgesamt 14, fallen negativ aus. 


Zusammenfassung. 

1. AuBer einem aus Sauerkraut und sauren Gurken geziichteten 
Bakterium wurde bislang kein anderer Mikroorganismus gefunden, der 
Acetylcholinbildner ist. 

2. Silagen, die auBerlich einen einwandfreien Eindruck machten, 
sowie nicht nach Butterséure rochen, zeigten etwa denselben Acetyl- 
cholingehalt wie Sauerkraut bzw. saure Gurken. Eine mit Hilfe von 
Pentesta bereitete Silage, die stark nach Butterséiure roch, enthielt 


erheblich weniger Acetylcholin, und eine stark nach Butterséure 
riechende Mischsilage enthielt kein Acetylcholin. 

3. Aus dem Saft einer Mais-Sonnenblumensilage konnte Acetyl- 
cholin in chemisch reinem Zustand isoliert werden. 

4. Subcutan oder per os verabreichtes Acetylcholin wird selbst 


bei enormen hochtoxischen Gaben nicht in der Leber oder Milz bei 
Ratten gespeichert. 
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Zur Kenntnis 
des Metacholesterins und dessen Trennung vom Cholesterin. V*. 


Von 


I. Lifsehiitz, Hamburg. 


(Eingegangen am 28. Juni 1935.) 


Die Hauptschwierigkeit, durch Oxydation des Cholesterins ein 
reines Metacholesterin herzustellen, riihrt im wesentlichen davon her, 
daB daneben stets auch Oxycholesterin entsteht, das die Léslichkeit 
des Cholesterins in Solventien wesentlich erhéht. Ist dabei das Chole- 
sterin im kristallinischen Teil des Oxydationsproduktes nicht restlos 
in Metacholesterin tibergegangen, was namentlich beim Oxydations- 
verfahren in verdiinnteren neutralen Lésungen fast stets der Fall ist, 
so ist es durch fraktionierte Kristallisation unméglich, das noch un- 
veranderte Cholesterin vom Metacholesterin zu trennen, 

Die Méglichkeit der Behebung dieses Ubelstandes sollen die nach- 
stehenden Betrachtungen und Versuche dartun. 


I. Native Verinderlichkeit des Cholesterins. 


Der Grund, weshalb die verschiedenen Handelscholesterine keine 

Konstanz in ihrem Vermégen, in Gemischen mit Kohlenwasserstoffen 
Wasser aufzunehmen, aufzuweisen pflegen, ist nicht allein das tierische 
tohmaterial, aus dem diese Praparate stammen, sondern — und viel- 
leicht in noch héherem Grade — das Alter, d. h. die Dauer der Lagerung 
des jeweiligen Cholesterinpraparats unter Zutritt von Luft und Licht, 
die bekanntlich darauf oxydativ wirken. 

Nun hatte ich bereits in den Jahren 1908 /09** nachgewiesen, daB 
mit dem Fortschreiten dieser oxydativen EKinwirkungen auf das Chole- 
sterin Abbauprodukte neutraler und saurer Natur erzeugt werden, 
die kolloidale, wasserige Lésungen geben, die unbegrenzt haltbar sind 
und erst auf Zusatz von Salzsaiure die betreffenden Cholesterinstoffe 
abscheiden. In dieser Hinsicht ist unter anderem die Zusammensetzung 
der Trockensubstanz der kolloidalen Ascites chylosus recht lehrreich. Da 


diese Analyse hier von regem Interesse sein diirfte, so sei sie im folgenden 


* Vorherige Mitteilungen: Zeitschr. f. physiol. Chem. 838, 18, 1917; 
160, 284, 286, 1919: diese Zeitschr. 129, 115ff., 1922: Arch. d. Pharm. 
1932, S. 254. ** Vgl. Zeitschr. f. physiol. Chem. 68, 226, 232, 1909; 
sowie 63, 227, 1914. Als Ursache der daselbst erérterten Erscheinung der 
Hydrophilie tierischer Fette wurde einige Jahre spater das hier in Rede 
stehende Metacholesterin erkannt. 
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wiedergegeben: Ich fand in dieser Losung 1,44° Trockensubstan; 
Diese ergab: 32,33°% EiweiB, 12,80°, Fett und 54,87°% Salz. Da 
Fett enthielt 17,00°%) Unverseifbares mit 75,25°% Cholesterin (vor 

Unverseifbaren). Das Bemerkenswerteste an diesem Befund ist, dat 
dieses Cholesterin, aus Alkohol auskristallisiert, bei der mikroskopische, 
Untersuchung ein einhettliches Bild ergab, das ausschlieBlich aus grop 

elliptischen Blattern (also aus Metacholesterin) bestand '. 

Die 'Tatsache, daB eine relativ so geringe Menge von Metacholesteri) 
bedeutende Mengen von Eiweif8 und Fett in wasseriger Lésung (trotz 
erheblichen Salzgehalts) zu erhalten vermag, legt den Gedanken nalh« 
diese Eigenschaft analytisch zu verwerten. Da namlich Cholesterin 
in Wasser auch kolloidal unldslich ist, so liegt hier offenbar die Még- 
lichkeit vor, es vom kolloidal léslichen Metacholesterin zu trennen 
Das Experiment bestatigte tatsichlich diese SchluBfolgerung in iiber 
raschender Weise. 

1. Handels-Cholesterin. 


2,0 g¢ eines von der Firma Merck in Darmstadt frisch bezogenen, als 
Cholesterin pur. bezeichneten Praparates wurden im geréiumigen Kolben 
in 20 cem Alkohol gelést, mit 300 cem Wasser vermischt, zwei- bis dreima! 
unter heftigem Schdumen aufgekocht, durch ein Doppelfilter filtriert und 
die ungeléste Substanz mit kochendem Wasser bis zum _ wasserblanken 
Filtrat gewaschen, was flott vonstatten ging. Das Filtrat stellte eine weibe 
Milch dar, die aber keine Emulsion, sondern eine ausgesprochen kolloidale 
Lésung war, die selbst in gr68ter Verdiinnung keine Festsubstanz wahr- 
nehmen lie} und auch nach langerem Verweilen bei 10°C unter Null eine 
solche nicht abschied. Die milchige Lésung wurde behufs Verjagen des 
Alkohols 1 Stunde gekocht, wobei das Sieden. ruhig und nunmehr oh 
Schdumung vor sich ging, was die Abwesenheit von eigentlichem (rhom- 
bischem) Cholesterin dokumentiert. Irgendeine Veranderung der Lésung 
in ihrer Beschaffenheit konnte auch nach dem Erkalten derselben nicht fest- 


gestellt werden. 


Nach dem schwachen Ansiuern der Lésung mit HCl schied sich det 
Cholesterinstoff in kasigen Flocken ab, die sich gut filtrieren und neutral 
waschen lieBen. Sie betrugen nach dem Trocknen bei 70 bis 80°C 0,195 g 

9,75 ° vom angewendeten Cholesterin. Die aus 90°, Alkohol wiederholt 
umkristallisierte Substanz zeigte unter dem Mikroskop die groBen elliptischen 
Schuppen des Metacholesterins, die bei 139 bis 141°C schmolzen.. 

Die auf dem Filter ungelést verbliebene Substanz ist in Kristallform 
und Schmelzpunkt unverandertes Cholesterin. Sie betrug 1,776 g = 88,8 °, 
vom urspriinglichen Cholesterin. Die in den Formen beider Substanzen 
zuriickgewonnenen Cholesterinstoffe betrugen also zusammen 98,55 °) vom 
angewendeten Handels-Cholesterin. Da8 es sich hier beim Lagern von vor 
der Luft nicht geschiitztem Cholesterin um einen oxydativen Angriff handelt, 
folgt daraus, daB in der alkoholischen Kristallisationsmutterlauge des 


1 Aus der IX. Mitteilung tiber ,,Das Cholesterin in den tierischen 
Organen‘‘ (diese Zeitschr. 88, 25, 1917). 
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jiloidal gelést gewesenen Metacholesterins nach ihrem Verdunsten sich 
eutlich Oxycholesterin, das ja bekanntlich gleichfalls leicht kolloidal in Wasser 
slich ist, nachweisen lief !. 


2. Altgelagertes Cholesterin. 

10g des seit 1915 gelagerten Cholesterins? wurde in 10 cem Alkohol 
velést und mit 200 cem Wasser vermischt. Da diesmal das stark milchige 
Gemisch beim Aufkochen nur schwach schdumte, konnte das Erhitzen behufs 
Entfernung des Alkohols, ohne es erst zu filtrieren, wahrend 1 Stunde 
fortgesetzt werden. Hierauf wurde das kochende Gemisch durch ein Doppel- 
filter gejagt und die darauf verbliebenen festen, weiBen Kriimel mit heiem 
Wasser bis zum nur schwach opalisierenden Filtrat gewaschen. 

Das getrocknete Cholesterinfragment betrug nur 0,20 ¢ 20°, vom 
angewendeten Cholesterin. Die restierenden 80 °, blieben in der milchartigen 
Losung, die nach lingerem Stehen, noch einmal filtriert, auf dem Filter 
nichts hinterlieS. Der feste Cholesterinstoff konnte, wie in Versuch 1, 
erst durch HCl niedergeschlagen und gewonnen werden. 

Wie oben unter 1. konnten auch hier die beiden Fraktionen mit den 
entsprechenden bekannten Cholesterinstoffen identifiziert werden. 

Schon mit diesen beiden Feststellungen ware die eingangs er- 
wiinschte Méglichkeit der ,,reinlichen Scheidung der beiden Kristall- 
cholesterinstoffe, mindestens aber die Abtrennung des eigentlichen 
Cholesterins von dem ihm aéuBerst ahnlichen isomeren Metacholesterin 
und den amorphen Oxycholesterinen gegeben. Indessen sei als weiteres 
3eispiel der kolloidalen Léslichkeit des durch die Natur hervorgerufenen 
Metacholesterins und seiner nachstferneren kristallinischen und amorphen 
Abbauprodukte hier angefiihrt. 


3. Priifung der Blutcholesterinstoffe auf ihre kolloidale Léslichkeit. 

1 Liter Rinderblut wurde unter starkem mechanischem Umriihren in 
feinem Strahl in 2 Liter Alkohol eingetragen und das ganze Gemisch auf 
dem Bade (zum Schlu8 unter UbergieBen mit Alkohol) eingetrocknet. 
Das sehr harte, braune Trockenblut wurde staubfein gemahlen. Es betrug 
240 g 24°, vom Blutgewebe. Das feine Blutmehl wurde im Soxhlet mit 
einem Gemisch von 90 Teilen Benzin und 10 Teilen Alkohol 12 bis 15 Stunden 
extrahiert. Nach Beseitigung des Lésungsmittels blieb das dunkelbraune 
Fett zuriick. Es betrug 4,21 g 1.75% vom Trockenblut. Es hatte die 
feste und zahe Konsistenz des Wollfettes. Es wurde dann mit 50 cem 
n/2 KOH (alkoholischer) 1 Stunde lang gekocht, mit etwa dem gleichen 
Volumen Wasser verdiinnt und mit 100 cem Ather ausgeithert. Die Unter- 
lauge wurde noch einmal mit Ather tiichtig durchgeschiittelt und nach 
Ablassen der Unterlauge die Atherlésungen mit Wasser wiederholt vollig 
neutral gewaschen. Nach Beseitigung des Athers und Trocknen des Riick- 


! Ausgeschlossen ist es freilich nicht, daB die hier abgetrennten Oxyde 
von dem tierischen Organ herriihren, aus dem das bezogene Cholesterin- 
praparat hergestellt ist. 2 Das Priparat sah nicht mehr wei}, sondern 
strohgelb aus und reagierte bereits mit Essigschwefelsiure stark auf Oxy- 
cholesterin. 
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standes durch Befeuchtung mit Alkohol hinterblieb eine nur teilweis 
kristallinische braunlich gelbe Masse, die nur teilweise auf dem Bad 
schmolz, worin der Rest als wei®e Kristalle eingebettet war. Bei 
Erkalten erstarrt das Ganze zu diesen Kristallen. Es betrug 1,7520 

39,4°, vom Blutfett. 

0,25 g¢ dieses Unverseifbaren wurden in wenig Alkohol gelést, n 
100 cem Wasser vermischt und 30 Minuten gekocht. Das Sieden gin 
ruhig und ohne jedes Schéiumen vonstatten, wobei nur ein paar klein: 
Oltrépfchen ungelést an die Oberflache gelangten. Die Milch wurde durc} 
ein Doppelfilter gejagt und das Filter mit heiBem Wasser blankgewaschen 
worauf nur die Trépfchen zuriickblieben, die mit Ather ausgezogen, 0,0485 ¢ 
betrugen 19,4°, vom angewendeten Unverseifbaren. Diese Substanz 
besteht zum gréSten Teil aus einem Korper, der kein Cholesterinstoff ist, 
(da sie die fiir diesen bekannten Reaktionen nicht gibt) und aus kleinen 
blieben kolloidal im 
Wasser gelést. Eine Probe der Milch, mit HCl gefallt, ergab eine gelblich: 
Wachsart, die aus wisserigem Alkohol in den bekannten Metacholesteri 
schuppen kristallisierte. Das mikroskopische Bild zeigt aber auch schon: 
groBe flache Prismen, deren ich bereits oben Erwahnung getan und von 


Mengen Oxycholesterin. Die restierenden 80,6 °> 


denen in einem nachsten Bericht noch die Rede sein wird. 

Soweit die freien, sozusagen nativen Wandlungen des Cholesterins, die 
ja nichts anderes sind als sein oxydativer Abbau, wie er auch in den tierischen 
Organen und Geweben in Erscheinung tritt und durch Oxydation des 
Cholesterins auch kiinstlich hervorgerufen werden kann. 

Im nachstehenden seien die Ergebnisse einer groBen Versuchsreihe 
zusammenfassend wiedergegeben. 


II. Experimentelle Oxydation des Cholesterins. 


Die oben erérterte kolloidale Unldslichkeit des Cholesterins in 


Wasser gibt uns ein vortreffliches Kriterium an die Hand, um auch dic 
experimentell erhaltenen Reaktionsprodukte des Cholesterins auf einen 


etwaigen, der Oxydation entgangenen Rest des Ausgangsmaterials zu 
priifen. Die nachstehenden Beispiele mégen dartun, daB es an der Hand 
dieses Kriteriums sogar moéglich wurde, Reaktionsbedingungen zu er- 
mitteln, unter denen die fast restlose Uberfiihrung des Cholesterins in 
kolloidal lésliche (kristallinische wie amorphe) Produkte gelang. 

Bei diesen Versuchen war meine Aufmerksamkeit unter anderem auch 
auf eine Beobachtung gerichtet, die ich bereits in der oben zitierten IX. Mi 
teilung ,,Das Cholesterin in den tierischen Organen‘*! erértert habe. Es ist 
dies das bei der in der III. Mitteilung dieser Folge, S. 116 beschriebenen 
neutralen Oxydation des Cholesterins in 2° iger alkoholischer Lésung 
neben Metacholesterin in kleinen Mengen entstehende Oxyd. Es scheidet 
sich bei freier Verdunstung der alkoholischen Filtrate des Metacholesterins 
in kleinen, flachen, zugespitzten Prismen aus. Dieses kristallinische Chole 
sterinoxyd verdient um so mehr Beachtung, als ich es unter den Chole 
sterinstoffen des Blutfettes, des Leberfettes und des Wollschweiffettes 
wiederholt beobachtet habe. 


1 Diese Zeitschr. 838, 23, 1917. 
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is Oxydation des Cholesterins in konzentriertem neutralen Gemisch. 


10g Cholesterin nebst 10g Benzoylperoxyd wurden mit 90 cem 
10% igem Alkohol am RiickfluBkiihler 3 Stunden im wallenden Kochen 
erhalten. Hierauf wurde zum goldgelben Gemisch eine heiBe Lésung von 

0g KOH in médglichst wenig wasserigem Alkohol gefiigt! und das 
Kochen weitere 30 bis 35 Minuten fortgesetzt. Das Gemisch farbt sich 
labei tiefdunkel rotbraun?. Es wurde am kiihlen Orte 10 bis 12 Stunden 
tehengelassen, wobei es zu einem fast steifen Brei glanzender Kristalle 
resteht. Die Kristallmasse wurde abgenutscht und mit 90 °,igem Alkohol 
auf der Nutsche neutral gewaschen, wodurch die ganze Salzmasse und das 
amorphe Oxycholesterin beseitigt werden konnte. 

Das vollig neutrale und salzfreie Kristallisat stellt ein blaB-goldgelbes, 
glinzendes Pulver dar, das zum gr6Bten Teil aus Metacholesterinschuppen 
und einer kleineren Menge des selbst in stark wasserigem Alkohol sehr leicht 
léslichen, prismatisch kristallisierenden Cholesterinoxydats besteht. Es 
betrug 3,24 g, also 32,49, vom angewendeten Cholesterin. Eine weitere 
kleine Menge des Kristallisats laBt sich durch Auséthern der dunkeln 
Mutterlauge desselben und Umkristallisieren des Atherriickstandes aus 
Alkohol gewinnen. Es wurde in der oben unter I. angegebenen Weise mit 
kochendem Wasser behandelt und lieferte nach der Filtration der Fliissigkeit 
durch ein Doppelfilter fast restlos eine weiBe, kolloidale Milch. Auf dem 
Filter war kaum etwas von Fettsubstanz zu merken. Erst durch Auskochen 
des wasserblank gewaschenen Filters mit kleinen Mengen Alkohol konnte 
mikroskopisch neben etwas Metacholesterin hier und da rhombisches 
Cholesterin beobachtet werden: eine Substanzmenge, die nur Bruchteile 
eines Prozents betragen konnte. 


2, Alkalisches Reaktionsgemisch. 


Gelang es nunmehr durch die Erhéhung der Konzentration des Reaktions- 
gemisches und dessen Kochdauer, wenn auch auf Kosten der Ausbeute an 
dem kristallinischen Teil, zw einem cholesterinfreien Endprodukt zu gelangen, 
so erschien es dennoch dringend wiinschenswert, auch die Ausbeute am 
Kristallisat mOdglichst héher zu gestalten. 


Nun lag die Vermutung nahe, dai} die Ursache der mangelhaften Aus- 
beute an Metacholesterin keine andere sein kénnte als die gleichzeitige 
teilweise Oxydation des Alkohols zu Essigsaéure, die die Oxydation des 
Metacholesterins zu amorphem Oxycholesterin  begiinstigt. Dadurch 
wirde sich auch die geringe Ausbeute des in der IV. Mitteilung beschrie- 
benen Alkohol-Essigsaiureverfahrens erkliren. Diese Vermutung veranlaiite 
den Versuch, die Oxydation des Cholesterins in schwach alkalischer Lésung 
vor sich gehen zu lassen. Als schwaches Alkali wurde Natriumacetat ge- 
waihlt, das die Wirkung der entstehenden Essigsiiture abstumpfen sollte. 
Diese Anschauung wurde, wie aus Folgendem hervorgeht, vollauf bestatigt. 


' Wahrend des Siedens wird der Alkohol teilweise zu Essigsiéure 
oxydiert, die das Cholesterin und dessen alkoholartige Neubildungen zu 
acetylieren pflegt. Um den UberschuS des Peroxyds zu zersetzen und gleich- 
zeitig die Acetate zu verseifen, wird vom Reaktionsprodukt diese erhebliche 
Menge an KOH durchaus beansprucht. * Die starke Farbung riihrt 
vom Freiwerden der iiberwiegenden Menge der amorphen Oxychole 
sterine her. 
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Versuch a. 

5g Cholesterin mit 5 g Benzoylperoxyd und 5g kristallisiertem Natriun 
acetat wurden mit 60cem 90° igem Alkohol 3 Stunden am_ Riickflul 
kihler gekocht. Hierauf wurden 5g KOH (in méglichst wenig Wasse: 
hinzugefiigt und das Kochen weitere 30 Minuten fortgesetzt. Das tie; 
rotbraune Gemisch schied beim Erkalten das Oxyd in schénen, glanzende: 
Schuppen aus. Sie wurden gut abgenutscht und mit 90° igem Alkoho 
neutral gewaschen. Sie betrugen 2,6 g 52°, vom angewendeten Chol 
sterin, also 20°, mehr als beim neutralen Verfahren. 

Das hell goldglinzende Pulver bestand durchweg aus Metacholesteri; 
neben kleinen Mengen des erwahnten prismatischen Oxyds. 

1,0 g davon wurde in 10 cem Alkohol gelést, mehrere Male aufgekocht, 
die weiBe undurchsichtige Milch heiB durch ein Doppelfilter filtriert und 
das Filter mit kochendem Wasser bis zum vo6llig blanken Filtrat aus 
gewaschen. 

Diese kolloidale Milch ist wie die obigen sehr bestaéndig und andert 
sich selbst nach langerem Verweilen unter 0° C nicht. 

Durch Ansiuern mit HCl schied sich der Cholesterinstoff quantitatiy 
als kasige Flocken ab, die sich gut und klar filtrieren und neutral auswaschen 
lieBen. Sie betrugen nach dem Trocknen bei 70° C 0,99 g 99°, vom ai 
gewendeten Kristallisat dieser Operation. Aus 90° igem Alkohol um 
kristallisiert ergab diese aus ihrer kolloidal-wasserigen Loésung quantitatiy 
wiedergewonnene Substanz die bekannten JJetacholesterinschuppen, die be 
139 bis 141° schmolzen!. 

Diese kolloidale Léslichkeit des Metacholesterins ist wohl mit das schla 
gendste Merkmal, das es vom vollig wnléslichen Cholesterin am scharfsten 
unterscheiden li®t. Seine Ubereinstimmung mit dem Cholesterin in seine: 
negativen optischen Aktivitét und Molekulargewichtsbestimmung wurd: 
bereits in der III. Mitteilung dieser Folge hervorgehoben. Hier sei indessen 
auch seine elementare Zusammensetzung angefiihrt. 

Die Verbrennungen der im Vakuum iiber P,O; getrockneten Substanz 
obiger Operation ergaben: 

Gefunden 1. 3,881 mg gaben 4,176 mg H,O, 11,952 mg CO,, mithin 

83,99 %, H 12,04 %. 

Berechnet fiir C,,;H,O: C = 83,93%, H = 11,93 %. 

Gefunden 2. 3,050mg gaben 3,330 mg H,O, 9,380 mg CO,, mithi 

83,87 %, H 12,21 %. 


Versuch b. 


Unter denselben Bedingungen und mit demselben Reaktionsgemisc! 
ergab die Kochung b aus 10g Cholesterin 5,18 g Kristallisat 51,8 | 
des angewandten Cholesterins. 2g des Produktes von gleichem Ausseher 
und Qualitat, wie es unter a erhalten war, wurden auch in gleicher Weis: 
mit etwas Alkohol und 300 cem Wasser behandelt. Nach Verjagen des 
geringen Alkoholgehalts der Milech durch einstiindiges ,Kochen und Ent 
mischung derselben in der Kalte mit HCl wurde auch hier die ganze an 
gewendete Menge des Kristallisats wiedergewonnen bis auf 0,07 g braun 
lichen Riickstand, der gr6é8tenteils aus mechanischer Verunreinigune 
bestand. 


* Der Mikroschmelzpunkt nach Koffler trat klar bei 141°C ein. 
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Die so ermittelte Zusammensetzung des Reaktionsgemisches und dessen 
eaktionsbedingungen scheinen die giinstigsten Resultate zu gewahren 
, bezug auf Ausbeute, Reinheit und Cholesterinfreiheit des kristallinischen 
eiles des Produktes. Freilich laBt sich die Ausbeute durch Verwendung 

von Alkohol mit héherem Wassergehalt (z. B. 85 °,igem) wesentlich steigern, 
an erhalt aber dann ein cholesterinreiches Metacholesterin, was seine 
Reinigung nur um so umstandlicher gestaltet. 


Der Effekt, den die oben geschilderten Verfahren an den Tag 
geférdert haben, ist 1. die fraktionierte Zerlegung des Reaktionsproduktes 
n eine cholesterinfreie, kristallinische Fraktion 1 und amorphe Cholesterin- 
oxydate (Fraktion 2); 2. die quantitative Trennung des etwa der Oxydation 
entgangenen (unveranderten) Cholesterins von den tibrigen Kristalloxydaten 
durch seine kolloidale Unléslichkeit in Wasser. 

Es eriibrigt nun noch die Reinigung der Fraktion 1 von den ihr stets 
anhaftenden Resten der 2. Fraktion, d.h. von kleinen Mengen sie gelb 
farbenden Oxycholesterinen. Auch hier kommt uns die Natur dieser 
Cholesterinstoffe in willkommener Weise entgegen. Die Acetate der Frak- 
tion 1 sind némlich in kaltem Acetanhydrid so gut wie unléslich, wahrend 
die der amorphen Oxycholesterine darin sehr leicht léslich sind. Kocht man 
1 Teil der Kristallfraktion mit 8 bis 9 Teilen Acetanhydrid 1 Stunde am 
RiickfluBkiihler und la8t es am kiihlen Orte einige Stunden stehen, so 
kristallisieren die Acetate der Kristallcholesterinstoffe fast quantitativ 
aus, die abgenutscht und erst mit Acetanhydrid und dann mit 90° ,igem 
Alkohol gewaschen werden. Diese Acetate sind dann véllig frei von Oxy- 
cholesterin. Durch ihre Verseifung mit alkoholischer KOH erhalt man dann 
das reine Metacholesterin neben kleinen Mengen des oben erwahnten 
Prismenoxyds. 

Das Acetanhydridfiltrat wird durch Wasser zersetzt und liefert dann 
das Oxycholesterinacetat, das seinerseits frei ist vom kristallinischen Teil 

der Fraktion 1. 











Untersuchungen iiber den Einflu8 von Saponin und anderen Giften 
auf Hefe. 
Von 
W. Schwartz und H. Kretzdorn. 
(Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Karlsruhy 
(Eingegangen am 16. Juni 1935.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die Wirkung von Saponin und anderen oberflachenaktiven Sul) 
stanzen auf Hefe hat vor allem Boas in einer Reihe von Arbeiten unte: 
sucht (1921, 1922, 1928). Als MaBstab fiir die Wirkung der Saponin- 
praparate diente die Férderung oder Hemmung der alkoholischen 
Garung einer Kulturhefe. Die Versuchsbedingungen waren so gewahit, 
da wahrend der Versuchsdauer eine nennenswerte Vermehrung der 
Hefe nicht stattfand. Die Beeinflussung der Garung erklart Boas 
damit, da die Saponine eine spezifische Wirkung auf die Lipoide der 
Plasmahautschicht ausiiben. Sie veréndern deren Quellungszustand 
meist in Richtung auf eine mehr oder weniger starke Ausflockung 
Daneben zeigt sich bei besonders heftig wirkenden Saponinen, etwa 
beim Digitonin, noch eine besondere Beziehung zum Cholesterin oder 
anderen Sterinen, die mit Digitonin eine chemische Bindung eingehen. 
Diese Einfliisse bewirken eine verschieden starke Erhéhung der Per- 
meabilitat, die in schwicherem AusmaB garungsférdernd ist, bei 
starkeren Graden jedoch die Zelle schwer schédigt, was sich in einem 
starken Nachlassen der CO,-Produktion gegeniiber der saponinfreien 
Kontrolle und im Austritt lebenswichtiger Stoffe aus der Zelle (Amino- 
siuren) zeigt. 

Wieweit es sich bei der Leistungssteigerung um normale oder schon 
pathologische Zusténde in der Zelle handelt, bleibt unentschieden 
Wichtig fiir den Verlauf der Versuche ist die Kontrolle des Salzgehalts 
im Garansatz. Bei Verwendung von destilliertem Wasser oder Leitungs 
wasser! nehmen die Versuche den soeben beschriebenen Verlauf. Bei 
Gegenwart gréBerer Mengen von Salzen (molare und staérkere Lésungen 
verbindet sich die Wirkung der Saponine in gesetzmaBiger Weise mit 
der EiweiB- und Lipoidbeeinflussung durch Salzionen. Die Méglichkeit 
daB die Saponine auBerdem eine spezifische Wirkung auf das Zymas 
system austiben, also den Katalysatoren beizuordnen waren, lehnt Boas 
anfangs ab (1921), laBt jedoch offen, ob neben der eigentlichen Reaktio: 


' Weihenstephaner Leitungswasser, dessen Zusammensetzung boa 


angibt. 
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nit den Lipoiden noch eine anders geartete Nebenwirkung besteht!. In 
viner spateren Arbeit (1922) findet sich erneut ein Hinweis, daB die 
Saponine als Aktivatoren der Zymase eine Rolle spielen kénnten. 

Aus den Angaben iiber das Verhalten der Zellen gegentiber Saponin 
veht hervor, daB mindestens ein Teil der Hefezellen in salzarmen und 
zuckerfreien Saponinlésungen lange Zeit ungeschadigt bleibt. So ent- 
hielt eine 2° ige Lésung von Saponin noch nach 6 Wochen lebende 
Zellen (1921). Auch wahrend der Garung scheint bei Verwendung von 
Saponin (Quillaja-Saponin von Merck und Saponin von Schuchardt) 
die Schadigung der Zellen nach dem mikroskopischen Bild und nach 
dem Verhalten gegeniiber Methylenblau gering zu sein, vorausgesetzt, 
daB gréBere Salzmengen fehlen (1928). Allerdings wird in einem so 
ausgeglichenen Nahrmedium wie Wiirze die Vermehrung der ein- 
geimpften Hefezellen und damit auch das Einsetzen der Garung durch 
Saponinkonzentrationen, die bei hoher Einsaat auf die Garung allein 
vorteilhaft wirken, verzégert (1921). 

Bei der groBen Bedeutung, die den Saponinversuchen beigelegt 
wird, schien es uns wichtig, das Verhalten lebender Hefezellen in saponin- 
haltigen Lésungen etwas eingehender zu priifen. Dabei ergaben sich 
einige unerwartete Resultate, die zu einem Vergleich der Saponin- 
wirkung mit der Wirkung anderer Gifte anregten. 

Wir benutzten meist eine frische, direkt aus der Fabrik bezogene 
PreBhefe (Sinner-Hefe?) und als Saponinpraparat das auch von Boas meist 
angewandte Saponinum purum album Werck. In der Versuchsanordnung 
richteten wir uns zunachst nach den Angaben von Boas. Seine fiir Reihen- 
versuche geeignete Methode (1921) der Kontrolle des Géarungsverlaufs 
durch Wagung der Kélbchen gibt zwar keine Absolutwerte, aber doch 
brauchbare Vergleichswerte. 

Jede Versuchsserie bestand aus einer Saponinreihe mit verschiedenen 
Konzentrationen und aus zwei Kontrollkélbchen. Als Ansatz diente fiir alle 
Kélbchen einer Serie die gleiche dickbreiige Hefeaufschwemmung von 
160 g PreBhefe in 200 com Leitungswasser, die in Mengen von Je 25 ccm nach 
jedesmaligem Umschiitteln auf 200cem = fassende Erlenmeyer-Koélbchen 
verteilt wurde. Die Kélbchen der Saponinreihe erhielten verschieden grobe 
Zusétze einer meist 5° igen sterilen L6ésung von Saponin in Leitungswasser. 
Jede Konzentration war durch zwei Parallelk6lbchen vertreten. Durch 
abgestufte Zusatze von sterilem Leitungswasser wurde der Inhalt samtlicher 
Koélbchen einschlieBlich der Kontrollen auf gleiches Volumen gebracht. 
Nach einer Einwirkungsdauer von 20 Minuten kamen in jedes Koélbchen 
noch 20cem einer 25% igen sterilen Rohrzuckerl6sung?. Das Gesamt- 
volumen in sémtlichen Kélbchen einer Serie betrug 50, 55 oder 60 ccm, die 


! ,.Allerdings soll damit auch nicht gesagt werden, da die Saponin- 
wirkung durchaus einheitlich (als Lipoidreaktion) aufgefaBt werden mub** 
(1921). — 2 Der Sinner A.-G., Karlsruhe-Griinwinkel, besonders Herrn 
Dr.-Ing. Kautzmann, danken wir fiir die Unterstiitzung unserer Unter- 
suchungen. — *® 25g Rohrzucker gelést in 100 cem Leitungswasser. 











74 W. Schwartz u. H. Kretzdorn: 


Zuckerkonzentration demnach 10, 9,9 oder 8,395. Wir priiften folgend: 
Saponinkonzentrationen: 0,1, 0,3, 0,5, 0,8, 1,2, 1,5, 2,0, 3, 5, 8, 10 un 
15%. Bei den héheren Konzentrationen muBte das Saponin als fest: 
Substanz zu dem Gemisch von 25 cem Hefeaufschwemmung und 5 cen 
Wasser gegeben werden. Die Kélbchen wurden sofort nach Zusat 
der Zuckerlésung gewogen. Sie standen mit Wattestopfen verschlosse1 
bei 20° C im dunklen Brutschrank. Die Versuche dauerten bis zu 30 Stunden 
In anfangs kleineren, spaiter groBeren Zwischenriumen wurde der CO, 
Verlust durch Wagung festgestellt, und zwar stets in derselben Reihenfolg: 
wie bei der ersten Wagung. Die prozentuale Garungssteigerung bei Saponin 
zusatz gegeniiber den gleichzeitig gewogenen Kontrollen ergab sich aus de1 
x rmel : 


[CO 


2(Saponin) — COxKontrolle)] - 100 


Ct e(Kontrolle) 


Samtliche Versuchsserien wurden mindestens einmal wiederholt. Neben 
PreBhefe priiften wir auch das Verhalten einer untergérigen Bierhefe und 
einer Reinzuchthefe. Die Ergebnisse stimmten, abgesehen von stets vor 
handenen kleinen Schwankungen, gut miteinander tiberein. 


J. Wirkung von Saponin auf die alkoholische Girung. 
Fiihrt man in der beschriebenen Weise eine Reihe von Garversuchen 
mit Saponinzusdtzen von 0,1 bis 1,5% durch, so ergibt sich einwandfrei eine 
Erhéhung der Garung tiber die Kontrolle (Abb. 1), deren Betrag selbst bei 
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Verlauf der Girung mit Saponinzus&tzen von 0,1 bis 1,5%/9 (die Versuche sind nur 
bis zur 10. Stunde graphisch dargestellt). 


derselben Saponinkonzentration in verschiedenen Reihen ziemlich stark 
schwanken kann. 

Der Verlauf der Garkurven ist ziemlich einheitlich. Die starkste 
Kohlensiureabgabe erfolgt iiberall etwa innerhalb der ersten 8 Stunden, 
danach wird sie allmahlich geringer. Die prozentuale Foérderung der 
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nde arung ist in den ersten 2 Stunden am stiarksten und sinkt erst ziemlich 
un isch, dann wesentlich langsamer Lis zum Endwert ab, der in den meisten 
esti fallen nur noch wenige Prozent betragt. In manchen Reihen kommt es 
eon en SchluB des Versuchs nochmals zu einem Anstieg. Wie in den Ver- 
sat ichen von Boas zeigen die Héchstwerte, die man bei wiederholter Priifung 
38e1 derselben Saponinkonzentration erhalt, ziemlich starke Schwankungen. 
len Allerdings diirften auch gerade die Anfangswerte am ungenauesten sein, 
'C ia sich hier wegen der geringen Gewichtsabnahmen eine Ungenauigkeit beim 
oly. Wagen am starksten auswirkt. Im allgemeinen tiberwiegen bei einem 
nin Vergleich derselben Saponinkonzentration bei Boas hohe Werte, bei uns 
der mittlere und niedere Werte der Garungsf6rderung (Abb. 2). Abweichender 
alpacas cium 7 T rn T T ie Ce es 
- ra 
and 
YO! 
i 
| 
Sy b 
her e 
ine S 
bei 330 
0 : ¢ ¢ 8 0 #2 ww «#8 @ #2 @ 3 
Zett in Standen —> 
Abb. 2. Prozentuale Girungsfirderung durch Saponin. 
Verlauf der Kurve findet sich, wenn die Saponinwirkung bei Versuchsbeginn 
verspatet einsetzt; das Maximum wird dann erst bei der zweiten Wagung 
erreicht. 
Die Frage nach der optimalen Saponinkonzentration ist infolge der 
starken Unterschiede zwischen verschiedenen Reihen schwer zu beantworten. 
Den Anfangswert der Garungsférderung als Mai zu nehmen, erscheint 
wegen der hier besonders starken Schwankungen weniger geeignet. Wir 
dehnten unsere Versuche bis 15°{ Saponin aus und stellten fest, daB selbst 
= bei so hohen Konzentrationen die Garung noch nicht gehemmt wird (Abb. 2). 
In ihrer Reihenfolge zeigen die einzelnen Kurven fiir Kohlensiureabgabe 
ark und Garungsférderung zahlreiche Abweichungen und Uberschneidungen, 
was sich kaum mit der Annahme eines bestimmten optimalen Saponin- 
ste bereichs in Ubereinstimmung bringen laBt. Es scheint vielmehr, daB bei 
en. der gegebenen Einsaatmenge von 0,5% Saponin an aufwarts die Kon- 


det zentration ohne groBen Einflu8 auf das Ma®B der Géarungsférderung ist. 
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Verfolgt man mit Hilfe der Fehlingschen Reaktion den Verbrauch «: 
Zuckers, so ergibt sich, daB etwa in der 6. bis 7. Stunde nach Versuch 
heginn Zucker auf diesem Wege nicht mehr nachweisbar ist, also in der Zeit 
in der sich die Garungskurve deutlich abflacht. In den K6lbchen mit 0,5‘ 
Saponin war der Zucker meist schon bei Beginn der 6. Stunde verbrauch 

Kine Anderung in der Reihenfolge des Saponin- und Zuckerzusatz 
(Zusatz des Saponins wahrend der Angarung) war entgegen den Beol 
achtungen von cas (1928) ohne Einflu®B auf den Verlauf der Garung. D; 

Garungsfo6rderung mi 

ns 7 ——— . = . 0,5°, Saponin (wahren 
Ga: 409 Hele auf 2o0cem Leitungswasser der Angarung = zug 
©,@: 60g ” ” i ” * ‘ 
i i x geben) lag in demselber 
is RP mi 05% Saponin | Tos Bereich wie bei de 

@ 04: ohne Saponin anderen Versuchen 
Gibt man 4!/, Stunde: 

nach Versuchsbeginn 

nochmals 10 cem Zuk 

kerl6sung) zum Inhalt 

der Garkélbchen, = so 

wird dadurch im Ve 

suchsverlauf mit und 

ohne Saponin keine An 

derung bewirkt. Auc! 

durch erneute Zugal» 

von Zucker + Saponin 

wird der Garungsvet 

lauf héchstens unerhel 

6 8 0 Z 274 lich verandert. Wird 

Zeit in Stunden —> die Zuckerkonzentration 

Abb. 3. Verlauf der Girung mit und ohne Saponin bei im Garansatz verrin 
verschiedenen Hefemengen. 








gert, so verlauft die 
Garung — entsprechend 
der vorhandenen Zuckermenge normal; die Saponinkurven liegen iiber den 


Kontrollen. Der Abstand beider Kurven wird um so geringer, je niedrige: 
die Zuckerkonzentration ist. Es wurden Zuckerkonzentrationen von 10. 
5, 2.5, 1,25, 0,625 und 0,312°, untersucht. 


Aut die Bedeutung von im Wasser gelésten Salzen hat Boas hingewiese: 
(vgl. S. 72). Ersetzt man das Leitungswasser durch destilliertes Wasse1 
so zeigt sich, wie in den entsprechenden Versuchen bei Boas (1921), dab 
sowohl Kontrollen wie Sapeninkélbchen mit Leitungswasser bessere Werte 
ergaben. 

Durch die Héhe der Einsaatmenge wird das Versuchsergebnis in 
erheblichem MaBe beeintluBt. Schon in Kontrollversuchen mit verschiedenen 
Hefeeinsaaten, die untereinander im Verhaltnis '/,: 1:2 stehen, ist dic 


Garung in den ersten 24 Stunden um so lebhafter, je héher die Einsaat. 
d. h. je gréBer die zur Verfiigung stehende Zymasemenge ist. Bei 
Gegenwart von Saponin iiberlagern sich die Férderung durch Saponin und 
durch steigende Zymasemenge (Abb. 3). Einzelne Versuche lieBen auch 
darauf schlieBen, daB der Frischezustand der Hefe fiir die H6he der Garungs 
férderung von Bedeutung ist. Mehrtagiges Lagern der Hefe bei Zimmet 


' Hergestellt unter Verwendung eines Destillierapparats aus Jenaer Glas. 
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nperatur bewirkt, daB die Garungsférderung durch Saponin nachlaBt 
d daB in manchen Fallen das Maximum verspatet erreicht wird. 
Die Gesamtmenge des entstandenen Alkohols stimmt im Saponin- 
rsuch und in der Kontrolle iiberein. Auch die Gesamtmenge der Kohlen- 
iure zeigt beim Vergleich von parallel gefiihrtem Saponin- und Kontroll- 
versuch nur so geringe Unterschiede, daB beide Werte als identisch an- 
venommen werden miissen. Die Wirkung des Saponins besteht also aus- 
chlieBlich darin, daB die Garung gegeniiber der Kontrolle beschleunigt wird. 


II. Wirkung von Saponin auf die lebende Zelle. 
Wie die einzelne Zelle in den Garversuchen auf Saponin reagiert, zeigt 
ch, wenn man in Saponink6élbchen und Kontrollen mit Hilfe der Methylen- 
hblaumethode die Zah! der toten Zellen bestimmt. Nach Fink (1930) wird 
die Methylenblauspeicherung stark von den wahrend der Einwirkung des 
Farbstoffs herrschenden Bedingungen beeinfluBt. In destilliertem Wasser 
ind in salzfreier Zuckerl6sung nehmen auch lebende Zellen den Farbstoft 
auf und werden erst durch das Methylenblau abgetétet. Unsere Gar- 
ansatze enthielten zwar kleine Elektrolytmengen, jedoch war es immerhin 
modglich, daB unter dem Einflu8 des Saponins auch lebende Zellen den Farb - 
steff aufnehmen konnten. Es war also eine Kontrolle der mit Methylenblau 
festgestellten Zahl der toten Hefezellen ratsam. 

Sie erfolgte in der Weise, daB dieselbe Hefe ohne Farbstoffzusatz in 
starker Verdiinnung in Wiirze verteilt und in Trépfchenkulturen (Einzell- 
kulturen) gepriift wurde. Als tot wurden die Zellen gerechnet, bei denen 
innerhalb 8 Stunden keine Sprossung erfolgt war. Als weitere Kontrolle der 
Methylenblaumethode diente die Verdiinnungskultur mit Wiirzegelatine. 
Zu diesem Zwecke wurde aus den Garansitzen je 1 cem entnommen und 
vor der Aussaat in mehreren Stufen mit sterilem Leitungswasser ent- 
sprechend verdiinnt. Das Auszihlen der Petri-Schalen erfolgte nach 2 bis 
3 Tagen. Der Gehalt an toten Zellen im saponinhaltigen Garansatz ergibt 
sich beim Vergleich der Koloniezahlen mit den aus saponinfreien Ansatzen 
erzielten Zahlen. 

Die Methylenblaufarbung wurde folgendermaBen ausgefiihrt: Eine 
Entnahme aus den fiir die Kontrolle des Garverlaufs bestimmten K6lbchen 
war nicht méglich, da diese Kélbchen nicht geschiittelt werden diirfen. Es 
waren daher in den betreffenden Versuchen besondere Kélbechen mit den 
gleichen Garansatzen wie die Garkélbchen fiir die Zahlung vorgesehen, aus 
denen nach Umschiitteln eine Platinése der hefehaltigen L6sung entnommen 
und in etwa 1 cem Leitungswasser sorgfaltig verteilt wurde. Eine Platinése 
dieser Verdiinnung bringt man in der Thomaschen Zahlkammer mit einer 
Platinése einer 0,01°% igen Methylenblaulésung! zusammen. Nach der 
Arbeitsvorschrift von Schnegg (1922) wird die Zahl der toten Zellen in drei 
auf diese Weise hergestellten Priparaten durch Auszihlen von je zehn 
Quadraten in den Diagonalen der Zahlkammer ermittelt. Die Streuung 
betrug im Hoéchstfalle + 2%). 

Das Ergebnis der Versuche war iiberraschend. Nach den Angaben bei 
Boas iiber das mikroskopische Bild der Zellen (1921) sollte man beim Fehlen 


groBerer Salzmengen im Garversuch keine nennenswerte Unterschiede im 
Gehalt an toten Zellen erwarten. Es zeigte sich jedoch in sémtlichen ge- 
priften Saponinkélbchen? ein eindeutiges Ansteigen der toten Zellen, 


' Hergestellt aus einer 1° igen wasserigen Stammldésung. * Ins- 
gesamt etwa 48 Kélbchen mit 10 Konzentrationen. 
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wahrend die Kontrollen nur geringfiigige unrege: maBige Schwankungen au! 


wiesen (Tabelle I, Abb. 4). 


Tabelle I. 


Gehalt an toten Zellen in °% wahrend 


H. Keetzdorn: 


des Garverlaut 





Kontrolle 
ohne 
Saponin- 
zusatz 


Bei Versuchsbeginn 3,0 
Nach 2 Std... 0,4 
Re. rere 1,8 


Zusatz 
von 

0,5 9, 

Saponin 


2,9 
16.6 
17,5 





Kontrolle 
ohne 
Saponin- 
zusatz 


Nach 71/, Std... 0,9 
24 aie 1,9 


Zusatz 


vou 
0.5 
Sapon 








Uberblickt man den Verlauf der Garung und das Ansteigen der Zah 
der toten Zellen in den Saponinkélbchen, so ergibt sich, daB beide Kurve1 
ahnlichen Verlauf haben. Die Zellschadigung setzt in den Stunden de: 
lebhaftesten Garung ein, der Gehalt an toten Zellen nimmt jedoch auch 
Die Kurven fiir prozentuale Garungsférderung und Zalh 


spater noch zu. 
In der Haupt 


der toten Zellen verlaufen in entgegengesetzter Richtung: 

girung fallt die erste stark, wiihrend die zweite ansteigt. 
*—* Garkurve der saponintreren Kontrole 
o—o » tt Saponin 
@--8 Garungstorderung in % 

Tt a--—4 Gehalt an toten Zeller (in 20) im Ansatz mit Saporin 
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Abb. 4. Zellschiidigung durch Saponin wiihrend der Girung. 

Saponingehalt im G&ransatz: 2,5°/o. 

Erneute Zucker- und Saponinzusitze wihrend der Garung hatten f 

innerhalb des gepriiften Bereichs keinen Einflu8 auf den Gehalt an tote! ’ 

Zellen. € 
Wird die Anfangskonzentration des Zuckers variiert, so ist die Zell! 

schidigung durch Saponin im Garungsversuch um so starker, je héher die . 

Zuckerkonzentration und damit der Garungsumsatz ist (Tabelle IT). 
V 


Priift man dieselbe Saponinkonzentration in verschiedenen Versuchs- 
reihen, so kénnen ziemlich erhebliche Unterschiede im Gehalt an toten 
Zellen auftreten. So lagen z. B. die Werte fiir 0,59 Saponin nach 24 Stunden 


Versuchsdauer in sechs Versuchen zwischen 15 und 47°. Wir vermuten, 
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elle Il. Gehalt an toten Zellenin °4 bei verschiedenen Zucker- 
konzentrationen. 





Konzentration der Zuckerlisung in ‘ 


10 5 2,5 Py 0,625 


(ine Saponin nach 5 Std. sD sD ( 0.9 
; 12 


2, 
Fle” ceeding. ad 1.6 
15% Saponin nach 5 Std... 10.4 3 2.0 
15% 3 a ae 884 30, 5 8, 6,1 
iB in diesen starken Schwankungen, die in einzelnen Fallen noch gréBeres 


\usmaB erreichten, vor allem Unterschiede im Zustand der Hefe zum 


{usdruck kommen. 
Wahrend sich die Garungsforderung in weiten Grenzen als unabhangig 


von der Saponinkonzentration erwiesen hat, stieg der Gehalt an toten 


Zellen mit der Saponinkonzentraticn und erreichte z. Bb. in einer Serie 
mit derselben Hefe nach einer Versuchsdauer von 22 bis 24 Stunden bereits 


1 5°45 Saponin annahernd 100°, (Abb. 5). 











Abb. 5. Zellschidigung durch Saponin im Giarversuch. Prozentgehalt an toten Zellen nach 
22- bis 24stiindiger Versuchsdauer bei Saponinkonzentrationen von 0,5 bis 15° 9. 


Ein Vergleich der drei zur Feststellung der toten Zellen benutzten 
Methoden zeigt, daB die Zahl der in den Trépfchenkulturen nicht sprossenden 
Zellen, die als tot angesehen wurden, noch hoéher ist als die Zahl der ge- 
farbten Zellen im Methylenblauversuch. Auch beim Auszahlen der auf 
Wiirzegelatine gewachsenen Kolonien ist der Gehalt an toten Zellen meist 
etwas hoher als im Farbungsversuch (Tabelle IIT). 

Die Methylenblauprobe ergibt also auch bei Gegenwart von Saponin 


atten 
tote! 


Zell 


or die mindestens nicht zu hohe Werte. 


Die Schadigung der Zellen erfolgt 
von handelsiiblichem Rohrzucker (Riibenzucker), chemisch reiner Saccha- 


rose! oder chemisch reiner Glucose!. 


in gleicher Weise bei Verwendung 


suchs- 
toten 
anden ; 


Praparate von E. Merck. 
luten, 
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Tabelle III. Gehalt an toten Zellen in %, festgestellt nach ver 
schiedenen Methoden. 


(Garansatz: Hefe + Zuckerlosung -- Saponin.) 





Nach 17 Stas. . «4. Mit der Methylenblaumethode bestimmt: 78 % 
- Tropftchenkultur bestimmt: vw % 

- gee eee eee » 9 Methylenblaumethode bestimmt: 10,4% 
» Wirzegelatineplatten bestimmt: 10,7 °, 

oe Par GER es » der Methylenblaumethode bestimmt: 88,4 % 
Wiirzegelatineplatten bestimmt: 90,8 % 


Wird bei gleichbleibender Saponinkonzentration die Hefeeinsaatmeng: 
erhéht, so sinkt der Prozentgehalt an toten Zellen; Herabsetzung der Einsaat 
bewirkt das Gegenteil. 

Die weitere Analyse der Saponinwirkung fiihrte dazu, daB wir das 
Verhalten der Zellen in reiner Saponinl6sung priiften. In Ubereinstimmuny 
mit Boas stellten wir fest, daB selbst ein 1l7stiindiges Verweilen in de: 
zuckerfreien Saponinlésung nicht geniigt!, um gr6Bere Mengen von Zellen 
zum Absterben zu bringen. Dagegen sterben in derselben Zeit bei Gegen 
wart von Zucker und beim Eintreten der Gairung etwa 78% der Zellen ab 
Eine Kontrolle mit Hilfe der Trépfechenkultur brachte in noch verstarktem 
Mabe dasselbe Ergebnis. 

Wascht man eine mit Saponin vorbehandelte Hefe vor dem Zucker 


zusatz mit Leitungswasser griindlich aus, so unterbleibt die Saponin 


schadigung: 
Hefe mit Leitungswasser + Sa- 
ponin (0,5°,) vorbehandelt. 
Tote Zellen bei Beginn: 5,5 %. 
> 
Vorbehandelte Hefe abfiltriert und Vorbehandelte Hefe abfiltriert, ge- 
in 10%iger Zuckerlésung ver- waschen und in 10° ,iger Zucker- 
/O A 
lésung verteilt. 


teilt. 
Garung: gefOrdert. Garung: normal. 
Tote Zellen bei Beginn: 5,5 °, Tote Zellen bei Beginn: 5,5 °,, 
Nach 18 Std. 60,0 % Nach 18 Std. 5.3% 


Das Saponin wird also nur locker von den Hefezellen festgehalten und 
1aBt sich durch Auswaschen leicht entfernen. Selbst 1594 Saponin, das in 
der Garung nach 23 Stunden 100°% der Zellen abtStet, vermag in der Vor 
behandlung beim Fehlen des Zuckers in 48 Stunden erst 20°) der Zellen 
zu toten. 

Da dem Zucker bei der Saponinschadigung eine wesentliche Bedeutung 
zukommt, lag es nahe, das Verhalten anderer Zusaétze zum Saponin zu 
priifen. Es ware denkbar, daB8 das Absterben der Zellen an die Garung 
gebunden ist; in diesem Falle miiBte die Schidigung unterbleiben, wenn ein 
fiir die betreffende Hefe nicht giarfahiger Zucker an die Stelle des Rohr- 
zuckers treten wiirde. 
wie Mannit wirkungslos blieben (Tabelle IV). 

1 Das Mischungsverhaltnis war dasselbe wie im Garversuch, nur trat 
an Stelle der Zuckerl6sung ein Zusatz von 20 cem sterilem Leitungswasser 


Tatsachlich ergaben Versuche, daB sowohl Lactose 
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Die bei der Garung entstehenden Hauptprodukte Kohlendioxyd und 
\thylalkohol vermégen nicht die Zellen in erhé6htem MaBe zum Absterben 
i bringen, wenn man sie bei Gegenwart von Saponin auf Hefe einwirken 
iBt. Auch Glycerin und Acetaldehyd hatten mit und ohne Saponin keinen 
der doch nur unwesentlichen EinfluB8 auf das Absterben der Zellen (Ta 


elle IV). 


fabelle IV. Wirkung verschiedener Zusaitze auf das Absterben der 
Hefezellen. 





Gehalt an toten Zellen in © 


Ansatz bei , ad =r ; 

Vosansia: nach nach nach nach 
haatun 3 Std 17 Std. 23 Std. 40 Std 

Leitungswasser + 1% Saponin 

(kontrolle) shi 2,3 2,2 - 2,0 

5 % Lactose + 1°, Saponin ye 2,9 _ 5,8 — 

5% Mannit + 1°, Saponin 2.3 2.6 3,3 

5°, Athylalkohol + 1% Saponin 33 22 46 

CO,* + 1% Saponin 2,3 2,0 - 2.0 

Kontrolle ohne Saponin .. . 2.0 — 3.3 “= 2.8 

Kontrolle + 1°, Saponin . 2.0 — 0,9 0.8 

0,5 °, Glycerin + 1°, Saponin . 2,0 — 1,7 - 3,4 

0,5°, Acetaldehyd + 1°, Saponin 2.0 _ 2,3 — 5,3 

Kontrolle ohne Saponin ... . 2.4 — 2,3 3,2 

0.5% Glycerin ohne Saponin. . 2.4 - 2,8 . 1,6 

0,5°, Acetaldebyd ohne Saponin 2,4 — 1,5 _ 5,8 


* Bis zur S&ttigung in die Hefeaufschwemmung eingeleitet. 


In einem Versuch, bei dem der Giransatz an Stelle von Rohrzucker 
10°35 hexosediphosphorsaures Mg enthielt, stieg in der Saponinreihe (1°, 
Saponin) in 48 Stunden der Gehalt an toten Zellen nur auf 8,3°5. Eine 
Wiederholung des Versuchs war leider nicht méglich. Die Wirkung von 
Brenztraubensdéure war je nach der Konzentration verschieden. Bei 0,54°% 
Saure (py = 4,95) war der Verlauf mit und ohne 1% Saponin derselbe. In 
einem zweiten Versuch mit 4,28°% Saure! enthielt der Ansatz nach 24 Stunden 
51% tote Zellen. 

Boas hat auf die starke Hemmung der Garung aufmerksam gemacht, 
die sich zeigt, wenn man im Giarversuch gleichzeitig Saponin und einwertige 
lonen von Neutralsalzen (NaCl, KNO,) auf die Hefe wirken laBt (1928) 
Ein Versuch mit 0,59 KNO, und 0,5°% Saponin® ergab, daB auch hier die 
Zellschadigung an das Einsetzen der Garung gebunden ist. Nach einer 
42stiindigen zuckerfreien Vorbehandlung waren keine Unterschiede im 
Gehalt an toten Zellen in der Kontrolle (nur KNO,) und im Ansatz mit 
Saponin K NO, vorhanden. Wird die Hefe nach der Vorbehandlung aus 
gewaschen und mit Zuckerlésung versetzt, so verlauft die Garung genau so 
wie in einem Versuch ohne Saponin. 

Verwendet man den Ausfall der Ninhydrinreaktion als MaSstab fiir 
das Auftreten lebenswichtiger Stoffe aus der Hefe, so wird auch auf diesem 


1 Mit KOH neutralisiert. 2 Die Prozentzahlen beziehen sich aut 
die Konzentration im fertigen Ansatz. 
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Wege bestatigt, daB erst beim Einsetzen der Garung die mit Ninhydr 
reagierenden Korper im Filtrat deutlich nachweisbar werden (Tabelle \ 


Tabelle V.. Ninhydrinreaktion der Filtrate. 
Die Ansatze enthalten 25 cem Hefeaufschwemmung und 20 cem Leitung 
wasser bzw. Saponin- und Zuckerlésung. 





Ansétze! (18 Std. nach Versuchsbeginn filtriert) Ninhydrinreaktion der Filtr 


Hefe + Leitungswasser . Sonat Heeler AUR Vek ee an farblos 
» + 2 + Saponin (0.5%) . 1 Ser sehr schwach, bliulich 
Zucker (0%)* . 2... farblos 
a, | ae am + ms (10°,) + Saponin 
(0,5 %) Pa ee ee ee eae eee Meee fel ee ae tiefblau 
Leitungswasser + Zucker (10%) ........ schwach rosa 
+ Ganon (0,0.°) «wk © tice farblos 
t Die Prozentzahlen beziehen sich auf die Konzentration im fertigen Ansatz. 
meint ist stets Rohrzucker (Riibenzucker) 


Bei der Ausfiihrung der Ninhydrinreaktion ist zu beachten, daB nu 
bei ganz gleichmaBigem Arbeiten vergleichbare Werte erzielt werden. Wir 
gingen so vor, daB in einem Reagensglas 10 cem der zu untersuchenden 
Fliissigkeit 0,2 cem einer 1°,igen wisserigen Lésung von Ninhydrin zu 
gefiigt wurden. Nach Zugabe eines Siedestabchens erhitzt man und hiilt 
die Lésung vom Auftreten der ersten Blasen an genau | Minute im Sieden. 
Alle Proben miissen dabei gleich stark eingedampft werden. 


III. Wirkung von Saponin auf die Girung von Hefesaft und Acetondauerhefe. 


Wie wir gesehen haben, ist die Garungsférderung durch Saponin mit 
einer starken Schadigung der Zellen verbunden, die etwa von der zweiten 
Stunde an zu einer Erhéhung im Gehalt an toten Zellen fiihrt. Es wire 
denkbar, daB die Wirkung des Saponins auf die Garung nicht iiber die 
lebende Zelle geht, sondern den Zymasekomplex direkt beeinfluBt. In diesem 
Falle ware zu erwarten, daB auch die Garung eines zellfreien Hefesaftes 
oder einer Acetondauerhefe durch Saponin in ahnlicher Weise beeinfluBt 
wird, wie etwa durch Co-Zymase (vgl. Euler, 1930). 

Fiir die Gewinnung von Hefesaft benutzten wir eine Trockenhefe, die 
uns Herr Prof. Dr. Newberg in liebenswiirdiger Weise iiberlassen hat, fernet 
eine aus enzymreicher Bierhefe nach den Angaben von Lebedew (Rona, 
1926) frisch bereitete Trockenhefe. 

Nach der Vorschrift von Neuberg (Rona, 1926) wurde ein Teil pulver 
formiger Trockenhefe in zwei Teile Wasser von 40° C eingetragen. Die Auf- 
schlemmung stand 2 Stunden im Thermostaten bei 37° C und gab nach dem 
Filtrieren den gebrauchsfertigen Hefesaft. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung der Acetondauerhefe diente 
Bierhefe, die wegen des héheren Enzymgehalts der PreBhefe vorzuziehen ist. 
Die gewaschene und abgepreBte Hefe wurde zweimal kurz mit Aceton und 
einmal mit Ather behandelt, danach bei Zimmertemperatur und schlieBlich 
noch 24 Stunden bei 45°C getrocknet (vgl. Buchner, 1903). 

Eine Priifung auf Wiirzegelatine zeigte, daB in den beiden Praparaten 
keine lebenden Zellen vorhanden waren. Die Garansatze enthielten 25 cem 
Hefesaft bzw. 5 g Acetondauerhefe in 25 cem Wasser, 20 ccm einer 25°) igen 
Zuckerlésung, 0,17 g Hexosediphosphat, 0,2 cem Toluol. Der Saponinzusatz 
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etrug 5 ecm einer 5° jigen Lésung, so daB die Konzentration des Saponins 
m Ansatz bei 0,5°% lag. 

Der Ausfall saimtlicher Versuche zeigte eindeutig, dal Saponin die 
Garung des Hefesaftes und der Acetondauerhefe gegeniiber den saponin 
freien Kontrollen nicht zu verindern vermag (Tabelle Vla und VIb). 


Tabelle Vla. Garversuch mit Hefesaft. 





Menge des abgegebenen CQ. in g 


nach 1 Std. | nach 2 Std. | nach 3 Std. nach 5 Std.| nach 18 Std 


Hefesaft (Kontrolle). . . 0,0532 0.0832 0, 1086 0.1719 0,5366 
Hefesaft + 0,5 °,, Saponin 0.0516 0.0819 0,1092 0.1724 0.5141 


Tabelle VIb. Garversuch mit Acetondauerhefe. 





Menge des abgegebenen CO, in g 


nach 1 Std. nach 2 Std. | nach 6 Std. | nach 8 Std. nach 24 Std. 


Kontrolle ..... : 0.0055 0.0300 0.1130 0,1690 0,6000 
+ 0,5% Saponin. ... 0.0060 0.0290 0,1090 0.1720 0,5980 


Verwendet man zur Herstellung des Hefesaftes aus Trockenhefe saponin- 
haltiges Wasser, so verhalt sich auch dieses Priparat im Garversuch nicht 
anders als der auf gewohnliche Weise hergestellte Hefesaft. 

Eine direkte Beeinflussung der Zymase durch Saponin findet also nicht 
statt. Ein Vergleich des Saponins mit dem nur auf die Garung der lebenden 
Zelle wirkenden Z-Faktor (Euler u. M yrbdck, 1924) ist aus dem Grunde kaum 
zulassig, weil beim Saponin die Schadigung der Zellen hinzukommt. 


IV. Vergleichende Versuche mit Aceton und Quecksilber. 

Das Wesen der Saponinwirkung besteht also darin, daB bei einer von 
der Giftkonzentration weitgehend unabhangigen GarungsfOrderung das 
Zellmaterial auBerordentlich stark geschadigt und mit steigender Gift- 
konzentration schlieBlich fast zu 100°, abgetétet wird. 

Um einen Einblick in die Wirkungsweise anderer Gifte zu bekommen, 
priiften wir das Verhalten derselben Hefe gegeniiber einem Schwermetall 
(Quecksilber) und gegeniiber Aceton, das Fett- und Lipoidlésungsmittel 
ist. Zundichst muBte der Garungsverlauf bei Gegenwart dieser Stoffe 
untersucht werden. Die Giaransatze hatten dieselbe Zusammensetzung wie 
in den entsprechenden in Abschnitt Il mitgeteilten Versuchen, nur mit 
dem Unterschied, da Aceton, Sublimat und metallisches Quecksilber in 
wechselnden Mengen an die Stelle von Saponin traten. 


1. Aceton. 


Aceton wurde in Konzentrationen von 5. 10-7 bis 5%) gepriift. Von 
0,1°% abwarts lieB sich keine deutliche Beeinflussung der Garung feststellen. 
Die Kurven lagen im Bereich der normalen Streuung der Kontrollen. Von 
1 bis 594 Aceton war dagegen die CO,-Abgabe deutlich beschleunigt mit 
einem Optimum bei etwa 3° Aceton. Die gesamte CO,-Menge war in 
Acetonkulturen und Kontrollen annahernd gleich. Die Garungsf6rderung 


6 * 
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erreichte nur etwa 1 bis 5°,. Erhéhte Gartatigkeit und teilweises Absterben 
der Zellen sind auch bei Aceton miteinander verbunden: Die Konzentrationen, 
die ohne EinfluB auf die Garung bleiben, veraindern auch den Gehalt an 
toten Zellen im Ansatz nur unwesentlich. Auch im gérungsf6rdernden 
Bereich zwischen 1 und 5°, Aceton werden die hohen Zahlen der Saponin 
versuche nicht erreicht. Die starkste Zunahme betrug in einem Versuch mit 
1°, Aceton in 30 Stunden 14,0°, bei einem Ausgangswert von 3,5°%. Ober 
halb 5°, Aceton laBt die Garungsf6rderung bereits wieder nach, waihrend 
der Gehalt an toten Zellen weiter zunimmt. Diese Erscheinung verstirkt 


sich mit zunehmendem Acetongehalt immer mehr. 


Tabelle VIL. Verhalten der Zellen in acetonhaltigen Lésungen mit 
und ohne garfahigen Zucker. 





Gehalt an toten Zellen in °/, 
Ansatz 


bei Versuchs- nach 6 Std. nach 18 Std. nach 48 Std. 
beginn 


Kontrolle ohne Zucker fa oaks unverandert 
3°, Aceton ohne Zucker .. . 5 im Durchschnitt 5,6 
8% fs mit * ae 2,5 8,7 10,7 17,9 
Kontrolle ohne Zucker ... . unverandert 
> mit ‘. eeusee - 

3°> Aceton mit Lactose. .. . ‘ ” 
ohne Zucker . ; ; im Durchschnitt 2,8 

e o ake : . ‘ 12,8 
mit mets 6,0 10,9 15,5 


” ” 


Bei den stimulierenden Acetonkonzentrationen ist die Acetonschadigung 
noch gréBtenteils an die Garung gebunden. Fehlt der garfahige Zucker im 
Ansatz, so steigt der Gehalt an toten 
ssneininiiinie | Zellen nicht oder nur unbetrachtlich 
: ‘ und bleibt nach wenigen Stunden bis 
| zum Ende des Versuchs konstant. 
Dagegen tritt bet héheren Aceton- 
konzentrationen die Schadigung auch 
ohne Zusammenhang mit der Garung 

ein (Tabelle VII). 


wae My. J ante 
G~ LUSQIZ 


S.: Que cksilber. 


Hier war wegen der hohen Giftig- 
keit eine Garungssteigerung héchstens 
bei im Verhaltnis zur hohen Zellein- 
saat sehr niedrigen Konzentrationen 
zu erwarten. Konzentrationen von 
0,03 bis 0,0000005°5 Hg als HgCl, 
hatten keine eindeutige Einwirkung 
auf die Garung. Die Kurven lagen im 

2 ¢ 6 8 10 Bereich der Kontrollen. Anfangliche 
Zeit in Stunden ——> Verzégerungen (z. B. bei 0,01°) 
Abb. 6. Verlauf der Gérung bei Gegenwart wurden allmahlich ausgeglichen. Trat 
von metallischem Quecksilber; drei Versuche, Garungsférderung auf, so blieb sie 


bezeichnet mit ©@ | A. (Die Versuche sind : s . ae : 
nur bis zur 10. Stunde graphisch dargestellt.) ering. Versuche mit Zusatz von 
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netallischem Quecksilber zur Garlésung (etwa 0,5 g pro Kolben) gaben 
regelmaBig eine geringe Garungsf6rderung (Abb. 6). 

Der Gehalt an toten Zellen nimmt mit steigendem Gehalt an HgCl, 
rascher zu als beim Aceton (Tabelle VIII). 


Tabelle VIII. Gehalt an toten Zellenin % bei Gegenwart von HgCl, 


nach einer Versuchsdauer von 24 Stunden (Garversuch). 





: Quecksilber als Sublimat 
Kontrolle a 
0,000 000 5 0,000 005 0,000 05 0.0005 0,005 0.01 


4,7 unverandert 25,7 44,9 


3e1 schwacher Stimulierung durch metallisches Quecksilber bleibt der 
Gehalt an toten Zellen auch waihrend der Hauptgéirung unverdindert und 
steigt erst gegen Versuchsende um etwa 5 bis 9° bei Ausgangswerten von 
etwa 0,7 bis 3% 

In einem gegeniiber Aceton noch verstarkten AusmaB erfolgt deutliche 
Zellschadigung schon in den Ansitzen, die keinen garfaihigen Zucker ent- 
halten (Tabelle IX). 


Tabelle IX. Verhalten der Zellenin quecksilberhaltigen Lésungen 
mit und ohne giarfahigen Zucker. 





Gehalt an toten Zellen in °/, 


AnsatzZ . 
bei Versuchs- 


eatin nach 6 Std. nach 48 Std. 


Kontrolle ohne Zucker . ... . ; é yA 2.5 
0.1% Hg als HgCl, ohne Zucker . . st e 26,3 
Ul, wy <s ms mit . ieee 2k 26.; 40.1 


V. Besprechung der Ergebnisse. 

Wesentlich fiir die Saponinwirkung ist, daB die Garungsférderung 
mit einer erheblichen Schidigung der Zellen verbunden ist. Die Zell- 
schadigung unterbleibt in Ansatzen, die keinen garfahigen Zucker ent- 
halten. Auch die von Boas beobachtete schadigende Wirkung ein- 
wertiger Salzionen (NaCl, KNO,) tritt erst dann auf, wenn durch 
Zuckergegenwart die Moéglichkeit zur Garung gegeben ist. Die mit 


Ninhydrinlésung nachweisbaren Anzeichen der Permeabilitétserhéhung 


finden sich nur in den Fallen, in denen gr6Bere Zellmengen absterben. 

Das Saponin wird nach Versuchen in zuckerfreien Ansatzen von 
der Hefezelle nur locker festgehalten und ]aBt sich leicht auswaschen. 

Kine Erklarung der Saponinwirkung scheint nicht so einfach zu 
sein, wie Boas es annimmt. Auffallend ist vor allem der grobe Unter- 
schied im Verhalten der gérenden und der ruhenden Zelle. Die ruhende 
Zelle verhalt sich indifferent gegeniiber Saponin, selbst in Gegenwart 
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Ein Vergleich mit Aceton und Quecksilber gibt folgendes Bild 





A. Garung 


Saponin 


Die Garung wird von 


etwa 0,1 %, Sapo- 
nin an gefordert. 
Oberhalb — dieses 
Wertes ist die Ga- 
rung weiltgehend 
unabhangig von 
der Saponinkon- 
zentration. Selbst 
bei 15°,, Saponin 


Aceton 


Die Garungsforde- 


rung ist auf einen 
ziemlich engen 
Konzentrationsbe- 
reich beschrankt. 
Das Optimum liegt 
etwa bei 3°... Bei 
hohen Konzentra- 
tionen sinkt die 
Garung unter die 
Kontrollgarung. 


Quecksilber 


Die Wirkung auf dic 


Garung ist gering 
Regelmabig trat 
eine schwache For 
derung nur be 
Gegenwart von me 
tallischem Hg ei: 
Hoéhere Konzentra- 
tionen von HgCl, 
hemmen die Gi 
rung. 





ist die CO.-Abgabe 
noch hoher als bei 
der Kontrolle. 


Rasches Ansteigen der 
Zellschadigung mit 
steigender Hg (Cl, 
konzentration. 


Keine oder bei sehr Zellschadigung in 

hoher Saponinkon- dem auf die Ga- 

B. Verhalten zentration verhilt- rung giinstig wir- 
der Zellen nismabig schwache kenden Bereich 
ohne Zellschadigung. ziemlich  gering. 
Gédrung Bei weiter stei- 
gender Konzentra- 

tion nimmt sie zu. 


Zusatzliche Zellschi- 
digung durch die 
Garung gering. 


Zellschadigung 
durch Garung 
etwas verstarkt, 
jedoch — erheblich 
geringer als bei 
Saponin. 


Die Foérderung der 
Garung ist mit 
einer starken Zell- 
schadigung _ver- 
bunden. Von 5% 
an wird die Hefe 
fast zu 100 % ab- 
getotet. 


wiihrend 
der Gdrung 


von Neutralsalzen mit einwertigen Ionen (KNO;) und bei einer Ein- 


wirkungsdauer bis zu 42 Stunden. Die Erscheinungen wahrend der 
Garung haben pathologischen Charakter: Die Garungsbeschleunigung 
ist mit dem Absterben von Zellen und mit einer durch Ninhydrin nach- 
weisbaren starken Erhéhung der Permeabilitat verbunden. Es ist nicht 
méglich gewesen, eine Konzentrationsbeziehung zwischen Hefe und 
Saponin zu finden, bei der sich Leistungssteigerung und physiologische 
Stérungen trennen lassen. 

Boas fiihrt die Permeabilitaétserh6hung auf das Saponin zuriick und 
erblickt in ihr —- je nach ihrem Grad und nach den Begleitumstaénden 
die Ursache sowohl der Leistungssteigerung wie der Schadigung im 
Garversuch. 

Wir neigen auf Grund des verschiedenen Verhaltens ruhender und 
garender Zellen zu der Annahme, daB Saponin nicht unter allen Um- 
standen auf die Permeabilitat der Hefe einwirkt. Ob die starke Erhéhung 
der Permeabilitat im Garversuch nicht etwa Folgeerscheinung des Zell- 
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todes anstatt Ursache der Leistungssteigerung ist, miiBte noch be- 


mders gepriift werden. Der Angriffspunkt des Saponins im Garversuch 


iebe dann allerdings noch festzustellen. Wir waren aus duBeren 
(;runden bis jetzt leider nicht in der Lage, unsere Arbeit in dieser 
Richtung fortzusetzen. 
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Uber die Aufspaltung 
stickstoffhaltiger cyelischer Verbindungen durch Tierkohle. 
Von 
Fritz Lieben und Josef Benek. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 12. Juli 1935.) 


Der Verlauf der Aufspaltung cyclischer Verbindungen in bezug aut 
das Schicksal des darin enthaltenen Stickstoffs war seinerzeit bei 
Bestrahlung solcher Stoffe mit der Quarzlampe untersucht worden! 


Dies geschah durch Kombination der Bestimmung des freigewordenen 
Ammoniaks mit der des neu entstandenen Aminostickstoffs nach van Slyke; 
eine Erhéhung der letzteren Zahl iiber den berechneten Wert zeigt eine 
Kernspaltung unter Ausbildung neuer Aminogruppen bzw. N H,-Entwickluny 
an. Bleibt dieser Wert aber gleich dem berechneten, so kann auBerdem 
gefundenes freies Ammoniak nur aus einer vorgebildeten N H,-Gruppe 
der Seitenkette hervorgegangen sein. Es hatte sich z. B. beim Histidn 
ergeben, daB das gesamte gebildete Ammoniak genau der Differenz zwischen 
berechnetem und gefundenem van Slyke-Wert entspricht, d.h. offenba: 
nur aus dem Kern entsteht. 


Es erschien interessant, dieselbe Untersuchungsmethode auf die 


physiologisch wichtige Veranderung zu erstrecken, die solche Stoffe in 


Lésung beim Kochen mit Tierkohle erfahren. 


Das Verhalten des Stickstoffs von Aminosiuren, Peptiden, Harnstoft 
derivaten usw. am Kohlenkontakt wurde neuerdings besonders von Baur? 
und Wunderly*, ferner von Furth und Kaunitz* studiert. 

Wir verwendeten die Versuchsanordnung der letztgenannten. Die 
N-haltige cyclische Verbindung wurde mit Carbo medicinalis (Merck) am 
RiickfluBkiihler 5 Stunden gekocht. Da die Bestimmung nach van Sli/ 
natiirlich nur im Kohlenfiltrat vorgenommen werden kann, kommt es daraut 
an, durch N-Bestimmung (nach Aje/dahl) festzustellen, wie viel von de: 
Substanz im Filtrat vorhanden ist; allerdings ist mit der Untersuchung des 
Filtrats noch nichts dariiber ausgesagt, ob der an der Kohle adsorbierte 
Anteil der Substanz absolut unverandert bleibt. Die Wahl des Lésung- 
mittels erfolgte so, da médglichst wenig Geléstes adsorbiert wird. 


Es wurden Histidin, Imidazol, Urazil, Guanin, Harnsaéure und 
Allantoin untersucht. — Bestimmt wurde die Substanzmenge im Filtrat 
nach Ajeldahl, der Amino-N nach van Slyke (Dauer jeder Bestimmung 


1 FF. Lieben u. V.Getreuer, diese Zeitschr. 259, 1, 1933. 2 E. Baur, 
Helv. chim. acta 5, 825, 1922. — * K. Wunderly, Zeitschr. f. phys. Chem 
112, 175, 1924; zitiert nach C. 1924/II, S. 2629; Helv. chim. acta 15, 721. 
1932; 16, 1009, 1933; 17, 523, 1934. 10. Fiirth u. H. Kaunitz, Monatsh. f. 
Chem. 53/54 (Wegscheider-Festschrift), 127, 1929; dort weitere Literatur 
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» Stunden, so daB das Ammoniak mitbestimmt wird), ferner das ent- 
andene NH, fiir sich allein durch Magnesiadestillation und im 
i\kalischen Milieu — das waéhrend des Kochens entwickelte Ammoniak, 
idem an den RiuckfluBkiihler eine Vorlage mit titrierter Saure an- 
eschlossen wird. 

Tabelle. 





VI Vil Vill IX 
Im Filtrat 


freier NHy-N 


durch 


Mg )-Destillat 


Losungs- 


Substanz 
mittel 


N 


Gesamt-N 


Substanz 


ber gef. Diff 


o> Vom Ge 


NH 


mg mg mg mg 


ye; 0.2¢  100ccm 2 —  79,7* 21,6" 7.2 10,36 3.16 59 | 27,3 
0 Histidin 2 %ige 
lung (Roche) HC] 
dem y Dasselbe Dasselbe : 73,4* 19,9* 6,6 10,14 de 5,9 30,1 
it 3 02g ; 63,4* 260* 0 13 1,3 0,69 5,0 
: Imidazol 
‘hen (Fraenkel- 
pba Landau) 
4. 02¢ Uracil 100 ecm y 0.28 124.4 31.1 0 | 20 
die (Roche } P oige 


NaOH 
gives 5 |0.2g¢ Guanin Dasselbe , 75,6 | 35, 7,0 7,94 0,94 
(Roche) 
6 1,0¢ Harn- a 5 ig 606 202 69.0 69.0 
saure 
(Merck) 
Dasselbe - a t 62,0 62.0 103 34,4 
02¢ 100 cem 7 39.5 94 36.6 272 66 118 
Allantoin 0,5 %ige 
(Roche) NaOH 
Dasselbe Dasselbe 2 | 9,1 9115 40,9 10,2 37,1 26,9 6,4) 88 


* Beim Histidin und Imidazol liefert die N-Bestimmung nach Ajeldahl nur 82 bis 86 © 
des richtigen Wertes; die hier eingetragenen Zahlen wurden aus den gefundenen dem- 


entsprechend errechnet 


Die Zahlen der Kolonne XII wurden als Prozente der Zahlen von 
und Kolonne VII aus der Summe der Werte in Kolonne V und X (beim 
brat Histidin V und XI) berechnet. — Parallel mit den in der obigen Tabelle 

wiedergegebenen Versuchswerten wurde zur Kontrolle die gleiche 
Menge Substanz ohne Kohle in der gleichen Lésung am RiickfluBkihler 
wahrend 5 Stunden erhitzt ; es wurden dieselben GréBen bestimmt. Dabei 
ergaben sich fiir NH, und neuentstandenen Amino-N meist Werte 
innerhalb der Versuchsfehler. Mitunter allerdings war bei der Harnsaure 
eine Veranderung von Stickstoff durch Aufspaltung des Ringsystems 











90 F. Lieben u. J. Benek: 


wahrzunehmen, doch blieb dieselbe in engen Grenzen im Vergleich zu de: 
Versuchen mit Kohle. Dagegen wird beim Allantoin auch bei Ver 
wendung von nur 0,5°% ,iger NaOH als Lésungsmittel eine betrachtlich: 
Menge NH,-N bzw. neuer freier NH,-N gebildet. 

Z. B.: Parallel zu obiger Probe Nr. 9 erhielten wir ohne Kohle au 
0,2 g Allantoin mit 71 mg Gesamt-N 39,96 mg NH,-N an Stelle der berec! 
neten 17,8 mg und dazu in der Vorlage 14,8 mg NH,-N; es sind also mi 
destens 14,8 + 22,16 36,96 mg verindert bzw. 52°, des Gesamtstickstoft- 

3cim Kochen der gleichen Menge Kohle allein im gleichen Lésungs 
mittel wie oben, wurden keine oder nur minimale Stickstoffmengen im 
Filtrat gefunden, die nicht in Rechnung gestellt zu werden brauchten 

Zu den FResultaten der Tabelle ist zu bemerken: 

a) Beim Histidin (1 und 2) ist eine Steigerung des van Slyk 
Wertes eingetreten, doch ist die gleichzeitig im Kohlenfiltrat gefundene 
Menge Ammoniak gréfer als dieser Zuwachs (zum Unterschied von den 
Befunden nach Bestrahlung, wo diese Daten einander gleich sind). Es 
kann also hier das Ammoniak nicht nur aus dem Kern, sondern mu auch 
aus der Seitenkette stammen; es kann sich aber auch ganz aus det 
Seitenkette herleiten und der Zuwachs an freiem NH,-N entstanden 
sein; dann hatten wir an Stelle der in der Tabelle (durchweg beim Vor- 
kommen stickstoffhaltiger Seitenketten) wiedergegebenen Minimal- 
werte in Kolonne XII als Maximalwerte fiir die Probe 1: 42%, fir 
Probe 2: 47,5°% des Gesamt-N als verandert zu betrachten. Eine Ent- 
scheidung zwischen diesen Méglichkeiten lieB sich nicht treffen, zumal 
das Jmidazol (3) hier (wieder zum Unterschied von dem Verhalten bei 
Bestrahlung) nur sehr wenig aufgespalten wird. Am Kohlenkontakt 
spielt offenbar die Seitenkette eine wesentliche Rolle fiir die gréBere 
oder geringere Angreifbarkeit. 


b) Uracil (4) und Guanin (5) werden nur in geringem MaBe auf- 
gespalten. Das letztere ist auffallend, denn 


c) der N der Harnsdure (6 und 7) wird in betrachtlichem MaBe in 
Ammoniak und neue freie Aminogruppen verwandelt, wobei nur ein sehr 
geringer Anteil auf die Wirkung des Kochens mit Alkali allein entfallt 

d) Die starkste Bruttowirkung tritt beim Alantoin (8 und 9) auf: 
die Umwandlung von 52°, des vorhandenen Gesamt-N (s. oben) durch 
Kochen mit 0,5°,igem NaOH, wird durch die Anwesenheit der Kohle 
auf fast 100°, des Gesamtstickstoffs gesteigert. In Nr. 8 ist die um- 
gewandelte Menge sogar héher als dem im Filtrat vorhandenen N ent- 
spricht ; méglicherweise liefert auch der an der Kohle adsorbierte Ante! 
etwas Ammoniak, das wahrend des Kochens in die Vorlage ubertritt 
Der Sauerstoffreichtum der beiden letzteren Stoffe im Vergleich zum 
Guanin mag hier von Bedeutung sein. 
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Zusammenfassung, 


1. Es wird die Bildung von Ammoniak und von neuen freien Amino- 
ippen beim mehrstiindigen Kochen von Lésungen N-haltiger hetero- 
clischer Verbindungen mit Tierkohle untersucht. 

2. Der Effekt ist beim Imidazol, Uracil und Guanin geringfiigig, 
beim Histidin, Harnséure und Allantoin betrachtlich. Es entstanden 
stets sowohl Ammoniak als auch neue Aminogruppen. 

3. Beim Histidin wird mehr Ammoniak gebildet, als dem Zuwachs 
des van Slyke-Wertes entspricht, woraus folgt, daB das Ammoniak nicht 
nur aus dem Kern stammen kann; vielleicht entsteht es ganz aus der 
Seitenkette, die, wie die Resistenz des Imidazols nahelegt, fiir die An- 
greifbarkeit durch Kohle offenbar von Bedeutung ist. 

4. Die relativ sauerstoffreichen Verbindungen Harnsaéure und 
Allantoin werden besonders stark angegriffen; allerdings bewirkt die 
Kohle bei der letzteren Verbindung bloB eine Steigerung der Auf- 
spaltung, die schon durch das Kochen mit Alkali allein zustandekommt. 











Uber chemische Gruppen der Proteine, die Affinitaten 
zu Polysacchariden besitzen. 
IV. und V. Mitteilung. 
IV. Rolle des Tyrosins.? 
Von 
St. J. von Przylecki und H. Rafalowska. 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warscha 
(Eingegangen am 7. Junt 1935.) 

Die groBe Buntheit der Baugruppen im Proteinteuchen, besonders 
aber die Existenz von sehr verschiedenen polaren Aminoséureresten 
die mit definierten und verschiedenen Restaffinitaéten behaftet sind 
fiihrte uns zur Annahme, daB die Molekiilverbindungen zwischen Poly- 
sacchariden und Proteinen nicht nur auf den Typus von Verbindungen 
mit Argininresten begrenzt sind?. Die zweite Aminosaure, die, wie be- 


kannt, groBe Restaffinitaten besitzt, ist das Tyrosin. Die phenoliscly 

OH-Gruppe ist durch starke Restatfinitat charakterisiert. In diesem 
° +r? ° ° Pane ° 

Teil der Untersuchungen wurde die Bindungsféihigkeit der Pol) 


saccharide mit freiem Tyrosin und seine Rolle bei der Entstehung 
von Polysaccharoproteiden analysiert. 


Freies Tyrosin. 


l-Tyrosin von Merck, Schuchardt oder Poulenc wurde entweder in Wasse! 
suspendiert oder in NaOH oder HCl ganz oder teilweise gelést. Zum aut 
geschwimmten oder gelésten Tyrosin (0,5 bis 0,8 g in 50 bis 100 cem 
wurden Amylose’, vom P befreite Dextrine oder //-Hexoamylose* in Lésung 
augesetzt (0,3 bis 4°). Das geléste Dextrin wurde dann teilweise durch 
HCl bzw. NaOH ausgefallt und die Systeme auf verschiedenes py gebrachit 
Nach 2 oder 24 Stunden wurde sowohl durch Vergleich der in Lésung 
gebliebenen Polysaccharide mit der Kontrolle, als auch durch die Analys« 
der gut mit H,O ausgewaschenen Tyrosinniederschlige die Menge des ge 
bundenen Polysaccharids nach Pfliigers Methode bestimmt. 


Die in den Tabellen I und I angegebenen Werte lehren, daB das 
Tyrosin nicht nur zu den kolloidalen Polysacchariden wie Amylose, 
Dextrin, sondern auch zu gut kristallisierten $-Hexaamylosen Affinitat 
besitzt. 


' Vorgetragen in der Sitzung der Warschauer Wissensch. Ges. am 
9. Mai 1935. — * v. Przytecki, Majmin u. Rafalowska, diese Zeitschr. 277, 
416, 420, 424, 1935. — * x. Przylecki u. Dobrowolska, diese Zeitschr. 245, 
388, 1932. 4 Wir danken Herrn Dr. S. Kamienski aus Wilno fiir das 
Praparat. 
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Die mit geléstem Tyrosin erhaltenen Werte zeigen, daB die aus- 
fallene Tyrosin-Hexaamylose-Verbindung 20 bis 37°, Hexaamylose 
und 63 bis 80°, Tyrosin enthalt. Wenn wir fiir Tyrosin ein Molgewicht 
von 182 und fiir Hexaamylose von 544 annehmen, ist das Molverhaltnis 
der Komponenten 1: 4,7. Im Niederschlag bleiben somit viele freie an 
Hexaamylose nicht gebundene Tyrosinteilchen. Noch mehr freies 
Tyrosin tritt in dem Falle auf, wo die Aminosdure (vorher) nicht 
aufgelést wurde. 
Tabelle I. 





Das Kohlenhydrat bildet 


Vorbehandlung des Tyrosins Zugesetztes Kohlenhydrat des Niederschlags 


(0.8 g in 50 cem) 
50 eem nach Pfliger polarimetrisch 


In NaOH anufgelést, Amylose 1°, 30—42 
mit Kohlenhydrat durch Dextrin 4°, 36—44 32—39 
HCl bei pa 7 ausgefallt 3 Hexaamylose 1% 33 —37 
Tyrosinsuspension ohne Amylose 1°, 9—-11 

Behandlung Dextrin 4°, 11—14 

Tyrosin in HCl gelost 

+ Kohlenhydrat mit Dextrin 4°,, 9—13 
NaOH ausgefallt py 5 

Die Zahlen sind Mittelwerte aus fiinf bis sieben Bestimmungen. Der 
Prozentgehalt des Dextrins im Niederschlag wurde polarimetrisch nach 
dem «p des in NaOH aufgelésten Niederschlags von Tyrosin und Dextrino- 
tyrosin bestimmt. Zu Bestimmungen des Prozentgehalts nach Pfliger wurde 
entweder der Niederschlag nach dem Trocknen gewogen, oder das Ver- 
haltnis N: Kohlenhydrat bestimmt. 

Wenn man die Tendenz des Tyrosins zum Aggregieren in Erwagung 
zieht, so ist die Existenz von freien, mit dem Polysaccharid nicht gebundenen 
Aminosiaureteilchen ganz verstandlich. 

Weiter konnte beobachtet werden, daB das an Polysaccharid gebundene 
aufgeléste Tyrosin nach dem Anséuern schwerer ausfallbar ist als das 
freie Tyrosin. Der Symplex Tyrosin-Dextrin ist viel léslicher als die freie 
Aminoséure. Der Niederschlag enthalt somit wahrscheinlich viele Aggregate 
von Tyrosin, die nur an einzelnen Stellen durch einzelne Tyrosinreste an 
Polysaccharid gebunden sind. In der Lésung bleibt noch in Abhangigkeit 
vom py mehr oder weniger Symplex. 

Das ausgefallene Amylosetyrosin oder Dextrintyrosin ist durch 
Wasser nicht in seine Komponenten zerlegbar. Die Symplexe geben in 
Wasser suspendiert keine Amylose oder Dextrin an Wasser ab. Zu- 
gesetzte Jodlésung farbt die Kristalle sehr stark. Die mikroskopische 
Analyse des Niederschlags, der mit Jod gefairbt wurde, zeigte, daB das 
Amylotyrosin oder Dextrinotyrosin Kristalle gibt, die aus sternartigen 
Nadeln aufgebaut sind und die in ihrer ganzen Lange homogen gefarbt 
sind. Besonders im Falle Dextrinotyrosin ist eine Verstérkung der 


Farbung bis lila zu beobachten. 
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Wenn zu nicht aufgeléstem Tyrosin Dextrin gefiigt wird, w 
nur die Oberflache der Kristalle in einzelnen Punkten mit Dext; 
belegt. Auch die Kristalle des Tyrosins, die alkalisiert oder angesaiu 
aber nicht aufgelést wurden, sind nach Jodzugabe nur schwach auf de 
Oberfliche gefirbt. Die starke Jodanfirbung der ganzen Kristal|: 
des mit Dextrin gefallten Tyrosins, die mikroskopisch homogen. ist 
zeigt, daB die Bindung vor der Kristallisation erfolgt. 

Die Kristalle des Dextrinotyrosins sind viel kiirzer und feiner n 
stark ausgepragter Tendenz zu Verzweigungen. Oft besitzen sie biirsten- 
artige Gestalt. Der Niederschlag des Dextrinotyrosins ist nach dem 
Trocknen im Gegensatz zum Tyrosin hart und briichig. 

Der Symplex, obwohl leicht in Lauge léslich, ist nach der Lésung 
fast unzerlegt. Der in Lauge aufgeléste Symplex enthalt nach H('- 
Ausfallung noch viel Dextrin (Tabelle II). Die Lésung bleibt in allen 
Fallen schwach gelb gefarbt. Nach dem Alkalisieren wird der Symplex 
aufgelést. Nur ein Teil davon ist nach dem Ansauern ausfallbar. Dir 
Lésung enthalt Tyrosin und das Polysaccharid. 

Das beigebrachte Tatsachenmaterial zwingt uns somit zu der An- 
nahme, da das freie Tyrosin groBe Affinitat zu phosphorfreien Poly- 
sacchariden_besitzt. 

Tabelle II. 





Dextrinkonzentration in °), Das Dextrin bildet ° 
Tyrosinmenge bei gleichbleibendem Volumen des Niederschlags 
von 100 cem bei Py 7 


08g in 50c¢em 0,2 23 
50 , 0,4 27 
100 , 4,0 42 
50 , 4,0 41 
50 4,0 42 
50 4,0 42 
50 4,0 

nach 4maligem Auswaschen 

mit 5 Liter H,O 0° 

50 4,0 41 

der Niederschlag wurde in 

100cem H,O + NaOH aufgelést 11—28—32 
und mit HCl ausgefallt 


” 


Nach den Untersuchungen von Pfeiffer’ und anderen ist im 
Tyrosin besonders der Hydroxylwasserstoff mit Restaffinitat aus- 
gestattet. Gut bekannt sind die Molekiilverbindungen zwischen Phe- 
nolen und offenen oder cyclischen Athern?. Es ist méglich, daB auch 


' P. Pfeiffer, Organische Molekiilverbindungen. Stuttgart 1927. S. 21. 

- 2 B.G. Weissenberger, F. Schuster u. V. Sielacher, Monatsh. f. Chem. 46. 

295, 301, 1925: J. Bellucci u. L. Grassi, Chem. Centralbl. 1914, I, 884: 

A. Baeyer u. Villiger, Ber. 35, 1210, 1902; Bertram u. Walbaum, Beilst. I11, 
Bd. III, 8. 340. 
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ischen Tyrosin und  Polysacchariden derartige Verbindungen 


a C existieren. In weiteren Untersuchungen, die im Institut 


isgefiihrt sind, soll die Richtigkeit dieser Annahme bestatigt werden. 
Die Versuche der Tabelle III beweisen, dab die Verbindung Poly- 
saccharid-Tyrosin in einem groBen px- Bereich existenzfahig ist. Sowohl 
bei pu 7,5 wie 3 konnten derartige Molekiilverbindungen beobachtet 
werden. Die OH-Gruppe unterliegt in diesem px-Gebiet keinen 
gro Beren Anderungen. Die Dissoziation ist grof nur bei noch héherem pu. 


Tabelle IIL. 
0,8 g Tyrosin in 50 cem 100 cem 4°.iges Dextrin wurden nach Auflésen 
in NaOH mit verschiedenen Mengen n NaOH ausgefallt. 





Das Dextrin bildet °/9 Das Dextrin bildet °/9 
Pu des Niederschlags PH des Niederschlags 
~~ 9.0 8.1 9.9 7, 4.0 36 31 28 
7,2 42 47 y 2,5 15 17 17 


Die in Tabelle III angegebenen Zahlen beweisen ohne Zweifel, daB 
das Tyrosin eine bedeutende Rolle bei der Entstehung von Polysaccharo- 
proteiden spielt. Die bis jetzt untersuchten Proteine, die bei einem pu 
oberhalb des J. P., sowie besonders diejenigen, die unterhalb des J. P. 
mit P-freien Polysacchariden in Bindung treten, enthalten gréBere 
Mengen von Tyrosin. Das Casein enthalt 5,36°,, das Fibroin 11%, 
Serumglobulin etwa 7°% und das Edestin 4,5°% Tyrosin!. 

Die EiweiBgele von Albuminen aber geben keine Verbindungen 
mit Amylose oder Dextrin, obwohl sie 4,0 bis 4,65° Tyrosin enthalten. 
Was fiir Umstande die Entstehung von solechen Polysaccharidverbin- 
dungen erschweren oder sie unméglich machen, ist nicht aufgeklart. 

AuBer dem Tyrosin spielt, wie wir in den vorherigen Abhandlungen 
nachgewiesen haben, noch das Arginin eine groBe Rolle. Gelatine, 
die kein Tyrosin enthalt, gibt Verbindungen mit Glykogen auch ober- 
halb des J. P.?. 

Dasselbe trifft fiir Protamine zu*. Ob noch andere Aminosaure- 
reste bei dem Zustandekommen von Polysaccharoproteiden im Spiel 
sind, wird weiter untersucht. Schon beim heutigen Stande unserer 
Versuche kénnen wir behaupten, daB bei biologischem pu die beiden 
Aminosiuren Tyrosin und Arginin bei vielen Eiweibkdrpern sich mit 
Polysacchariden nebenvalenzartig verbinden. 


! B. Cohn, Ergebnisse der Physiologie 33, 870—871, 1931. 2 v. Przy- 
lecki, M ystkowski u. Niklewski, diese Zeitschr. 262, 260, 1933. — *° v. Przy- 
lecki u. Mejmin, }. ce. 
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So z. B. enthalt das Edestin 15,76°% Arginin und 4,55°%, Tyrosi: 
das Serumglobulin enthalt 6,7°% Tyrosin und 3,9°, Arginin. Zwisch: 
diesen Proteinen und Polysacchariden kénnen bei pa 7 Symplexe mit 


zwei Verbindungsarten zustande kommen nach der Formel 


4 


R 


ae 
Sl cies Mihiiedin S Kohlenhydrat 


NH, | 
U NH‘...HOC Kohlenhydrat. 
R, — CH, NH 
Es hat somit den Anschein, als ob auch verschiedene Gruppen 
des Polysaccharids an der Entstehung solcher Verbindungen Anteil haben 


V. Seidenfibroin und Seidenpepton. 
Von 


H. Rafalowska, J. Krasnodebski und E. Mystkowski. 


Spielt auch das in Proteinteilchen eingebaute Tyrosin eine Rolle 
bei der Polysaccharoproidentstehung ? Das Verschwinden treier COOH- 
und NH,-Gruppen im Tyrosin durch Polypeptidentstehung kénnte 
keinen verhindernden EinfluB ausiiben. Der Hydroxylwasserstoff kénnte 
aber durch Kovalenz- oder Molekiilverbindungen mit anderen Gruppen 
der Proteinteilchen oder anderen Stoffen, z. B. von NH,, Phosphorsaure 
(im Casein) usw. teilweise ,,inaktiviert’’ werden. Um die Rolle des 
Tyrosins bei Entstehung von Polysaccharidproteiden nachzuweisen, 
wurden Versuche mit Seidenfibroin und Seidenpepton ausgefihrt 


Seidenfibroin. 

Wie bekannt, enthalt Seidenfibroin sehr viel Tyrosin (etwa 11°)! 
andere Aminoséuren kénnten keine gréBere Rolle bei der Entstehung 
von Polysaccharoproteiden spielen. 

Das Fibroin, dessen Gehalt an Aminosaduren ziemlich gut bekannt 
ist, enthalt auBer Tyrosin 40,5°% Glycin, 25% Alanin und 2,5% Leucin 
und Isoleucin. Diese Aminosduren spielen gewif keine Rolle bei det 
sich vollziehenden Bindung. AuBerdem enthalt Fibroin 1,8% Serin, 
1% Prolin, 1,5°% Phenylalanin. Der Gehalt an Diaminomonocarbon 
siuren ist sehr gering (0,75°% Histidin, 1,53% Arginin und 0,85° 
Lysin). Die Rolle der letzteren Aminosauren ist wegen ihrer kleinen 


1 £. Cohn, Ergebnisse der Physiologie 38, 870-871, 1931. 
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Menge sehr begrenzt. Als dominierende Gruppen kénnen CONH und 
(yrosin in Betracht gezogen werden. Die Rolle der ersteren ist noch un- 
kannt und wird in weiteren Abhandlungen analysiert. 


Das Fibroin wurde aus der Milanéwekziichtung erhalten. Die Seide 
wurde von Sericin und Lipoiden durch Auswaschen in Na, CO, oder Marseille- 
eife, sowie durch Behandeln mit Alkohol und Ather befreit. Das Fibroin 
wurde in feinen kurzen Faden oder in Pulverform verwendet. 1 oder 2 g 
trockenen Fibroins wurden durch NaOQH oder HCl auf verschiedenes py 
gebracht und mit 100 cem einer bestimmten Polysaccharidlésung (0,2. bis 
2°,) von Amylose, Dextrin oder /)-Hexaamylose geschiittelt. Das py wurde 
dann aufs neue durch HCl oder NaOH verandert. Somit wurden Versuche 
hei verschiedenem py. und zwar bei pu 3,5 und 7,5 bis 8 erméglicht. In 
einigen Fallen blieb das py ohne Anderung, z. B. 3 oder 8, in anderen 
aber wurde das Fibroin am Anfang auf px 8 bis 10 und dann mit der 
Polysaccharidlésung auf das gewiinschte py durch HCl gebracht. Gleich- 
zeitig wurde eine Kontroll6sung desselben Polysaccharids mit NaOH und 
HCl behandelt. Die Untersuchung erfolgte auf zweierlei Weise. In dem 
einen Fall wurde die gebundene Menge durch die Adsorptionsmethode 
bestimmt. Es wurden die Konzentrationen der in Loésung gebliebenen 
Polysaccharide mit Kontrollen nach P/ldger verglichen. In dem zweiten 
Fall wurde die Analyse des Fibroins nach gutem Auswaschen ausgetiihrt. 


Tabelle L. 
Zu 1 bis 2g Seide wurden verschieden konzentrierte Amyloselésungen 
(100 cem) zugesetzt. 





Die gebundene 
Menge Amylose in mg 


Amylose- . 
Sine auf 1 g Seide 


, ond- konzen- 
Seidenvorbehandlung End - 


PH tration Ad- 
sorptions- 
verfahren 


Seiden- 


analyse 


21 
8) 
91 
58 
48 
36 
19 
Seidenfaden in Lauge ....... B. 92 

: 60 


Pulver in Lauge 


Pulver ohne Behandlung 


Seidenfaden ohne Behandlung 51 

Die erhaltenen Resultate (Tabelle 1 und IL) beweisen, dab das 
Fibroin ein gutes Adsorbens fiir die Polysaccharide ist. 1 g Fibroin- 
pulver kann aus 100 ccm einer 0,3°% ig. Amyloselésung etwa 70 bis 
120 mg binden. Auch Dextrin ist sehr gut adsorbierbar. Die Bindungs- 
fahigkeit ist sehr von der Fibroinbereitung, seiner Reinheit sowie be- 


sonders der Verteilung abhangig. Je gréBer die Oberflache und die 
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Reinheit des Fibroins, desto mehr Polysaccharid wird gebunden. Das 
an Fibroin gebundene Polysaccharid ist viel leichter auswaschba 
als das aus dem Symplex Polysaccharid-Tyrosin. Man kann es z. b 
durch wiederholtes Auswaschen mit Wasser fast vollstaéndig in Lésun, 
iiberfiihren. 

Tabelle L. 


Zu 1 bis 2g Seide wurden 100 cem 0,2° ige Dextrinlésungen zugesetzi 





Von Von 
1g Seide 1 g Seid 
Seidenvorbehandlung End-py wurden Seidenvorbehandlung End-py wurder 
mg Dextrin mg Dextrir 
adsorbiert adsorbie: 


11 Pulver ohne Be- { 
Pulver in Lauge 85 handlung | 


[iis 70 ete 
Seidenfaden ohne Be- 


handlung 


; : ‘ ¢ 9 
Seidenfaden in "9 
5 


( 
Lauge ‘ 
4 





Seidenpepton. 

Das Fibroin gibt, nach EF. Fischers Methode behandelt, das so 
genannte Seidenpepton, ein Tetrapeptid, das aus zwei Glykokollresten, 
einem Alanin- und einem Tyrosinrest zusammengesetzt ist. Das gut 
lésliche Tetrapeptid ist sechwer als Adsorbens anwendbar. Wir mufBten 
deswegen die Rolle der Symplexkomponenten umkehren und als Ad- 
sorbens die Amylose anwenden. 

Aus Reis erhaltenes Polysaccharid wurde mit Alkohol gefallt und in 
Wasser nach schwachem Erhitzen suspendiert. Dazu wurde das Tetra 
peptid gefiigt, dann | bis 2 Stunden geschiittelt. Nach dieser Zeit wurden 
die Systeme entweder 12 Stunden bei etwa 4 bis 5° in hohen Réhren belassen ‘ 
oder sofort zentrifugiert. 

Der Niederschlag wurde nach drei- bis fiinfmaligem Auswaschen mit 
H,O in warmem Wasser aufgelést. Polysaccharide wurden nach P/liger, 
N nach Parnas bestimmt. 

Die erhaltenen Resultate zeigten, daB auch zwischen dem Seiden- 
pepton und phosphorfreier Amylose groBe Affinitaten bestehen. Der 
Niederschlag enthalt bei px 7 im Mittel 10% Tetrapeptid. Das Mol- 
gewicht von Tetrapeptid ist etwa 420, dasjenige von Amylose etwa 
40000. Das Verhaltnis ist 1: 100. Ein Amyloseteilchen ist mit mehr 
als 10 Tetrapeptidteilchen verbunden. 
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Uber den enzymatischen Umsatz der synthetischen Phospho- 
brenztraubensiure (enol-Brenztraubensiure-phosphorsiure). 
, Von 
0. Meyerhof und W. Kiessling. 
Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medi- 
zinische Forschung, Heidelberg.) 
(Eingegangen am 29. Juni 1955.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Von K. Lohmann und O. Meyerhof! wurde kiirzlich die Phospho- 
brenztraubenséure (Phbr.) als Intermediarprodukt der enzymatischen 
Kohlenhydratspaltung aufgefunden und gezeigt, daB sie in einem 
enzymatischen Gleichgewicht mit Phosphoglycerinséure (Phgl.) steht, 
wihrend sie andererseits in Gegenwart von Mg sowie Adenylsaéure 
oder Adenylpyrophosphat zu Brenztraubenséiure und Phosphorséiure 


aufgespalten wird. W. Kiessling konnte diese Substanz synthetisieren ?. 


Die Identitat ergab sich durch das genau gleiche chemische Verhalten, 
insbesondere die Ubereinstimmung der schén kristallisierenden Ag-Ba- 
Salze. Als weiterer Beweis der Identitat und gleichzeitig auch der Kon- 
stitution CH, = C . (OH, PO;) . COOH sind die identischen  biologi- 
schen Umsetzungen anzusehen, iiber die hier berichtet werden soll. 
Denn auch die synthetische Saure vergart wie die natirliche zu 100°), 
ist also keine Racemverbindung mit asymmetrischem C-Atom, sondern 
symmetrisch gebaut. Dies geht ferner daraus hervor, daB sie sich enzy- 
matisch in Phgl. umwandelt, wobei dieselbe Gleichgewichtsverteilung 
wie mit der natiirlichen Saure eintritt und die beiden auftretenden 
Phgl.* dieselbe optische Aktivitat zeigen wie in Gleichgewichtsansatzen 
der natiirlichen Verbindungen. Nachdem die Identitat mit dem bio- 
logischen Intermedidrprodukt feststand, wurde von uns die syn- 
thetische Verbindung zum Studium des biologischen Verhaltens der 
Phbr. ausschlieBlich benutzt, weil sie verhaltnismaBig leicht in 
beliebigen Mengen herzustellen ist, wahrend die Isolierung der natiir- 
lichen Phbr. ein zeitraubender ProzeB ist. Uber diese Versuche, 
die auf die biologische Rolle der Phbr. neues Licht werfen, wird an- 
schlieBend berichtet. 


! Diese Zeitschr. 273, 60, 1934. 27 Chem. Ber. 68, 597, 1935. 
3 O, Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 276, 239, 1935. 


r “ 














O. Meyerhof u. W. Kiessling: 


I. Vergirung der synthetischen Phosphobrenztraubensiiure. 


Die 100° ,ige Vergarung der synthetischen Phbr. zwingt dazu, nac} 
dem ihre Identitaét mit der natiirlichen Verbindung erwiesen ist, d 


anfangs ebenfalls diskutierte Formel 
O. Hy POs 


CH, 
0 OH 

fiir diese letztere aufzugeben und die obige svymmetrische Forme] a! 
die richtige zu akzeptieren. Anderenfalls hatte die eine optische Kom 
ponente, also die Halfte, unangegriffen bleiben miissen. Hinzuzufiigen 
ist, daB} auch die Geschwindigkeit der Vergaéirung mit der der natiirliche: 
Saure ubereinstimmt. Zum Beleg diene der in Abb. | wiedergegeben 
Versuch. 


0 50 6 70 8 9 100 10Min. 


(i 


Abb. 1. Girverlauf von natiirlicher und synthetischer Phosphobrenztraubensiure 
I ---© natiirliche Phosphobrenztraubensiure mit 2,15 mg geb. Phosphat, aquivale 
690 cmm COds, 
Il, +———+———-+ Synthetische Phosphobrenztraubensiure mit 1,76 mg geb. Po Os, aiquivaler 
10 emm COs. 
Ila. @——_@——@ Dasselbe mit 0,016 n NaF. 


In jedem Ansatz sind 0,8 cem Mazerationssaft auf 1,8 cem Gesamt 
fliissigkeit verwandt. Von der natiirlichen Phbr., dargestellt aus den 
Ag-Ba-Salz, ist eine Menge mit 2,15 mg geb. P,O,; benutzt (aquivalent 
690 cmm CQO,), von der synthetischen 1,76 mg (aquivalent 560 cmm CO 
und ein weiterer Ansatz mit der gleichen Menge synthetischer Phbr. und 
0,016n Nak. 

Tatsachlich erhalt man 10 bis 20°, mehr als die berechnete Kohlen 
siure. Dies liegt an zusatzlicher Vergérung eines Zuckerphospho 
sdiureesters, der aus dem praformierten Polysaccharid der Hefe aut 
Grund der Umesterung mit dem bei der Spaltung der Phbr. frei 
werdenden Phosphat entsteht, wobei gleichzeitig der Acetaldehyd di 
so entstehende Selbstgarung aktiviert. Ohne Phbr. ist die Selbstgaérung 
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uch mit Acetaldehyd unbetrachtlich und fehlt ohne ihn vollkommen. 
Man erkennt weiter, da die Gargeschwindigkeit erst rascher verlauft 
ind etwa nach '', Umsatz zunehmend abfallt. Die gleichzeitige 
P-Analyse ergibt, daB wahrend der raschen Periode kein Phosphat ab- 
gespalten, sondern von der Phbr. auf das praéformierte Polysaeccharid 
umgeestert wird. Diese Beschleunigung ist 4hnlich, wenn auch geringer 
ls die, welche durch Zusatz von Glykogen erzielt werden kann. Auf 
liese Verhaltnisse wird in einer spateren Arbeit genauer eingegangen 
verden. Hier sei nur auf die Ubereinstimmung des Garungsverlaufs 
von natirlicher und synthetischer Phbr. hingewiesen. Wie Kurve Ila 
zeigt, ruft n/60 NaF nur eine unbedeutende Verlangsamung der 
Spaltungsgeschwindigkeit hervor, wahrend die gleiche Fluoridkonzen- 
tration die gegenseitige Umlagerung von Phbr. und Phgl. unter gleichen 
Umstanden véllig hemmt. 


Il. Gleichgewichtseinstellung von Phosphobrenztraubensiure und 
Phosphoglycerinsiure. 


a) Gesamtgleichgewicht. 


Am Gleichgewicht zwischen Phbr. und Phgl. sind in Wirklichkeit, 
wie kiirzlich beschrieben!, drei Komponenten beteiligt: 3-Phgl., 2-Phgl., 
Phbr. Fir die Frage der 


einheitlichen Natur der = % I 





synthetischen Phbr. war ~ — sythet 
es zunachst wichtig fest- 
zustellen, daB die erreichte 
Gleichgewichtsverteilung 
dieselbe ist, wie man sie 
mit den natirlichen Ver- 
bindungen = erhalt. Dies 


zeigen die Kurven Abb. 2, 


wo der Verlauf der Gleich- ya 7 oe 
0 20 JK Y/ Sl a BO Min. 9 
gewichtseinstellung, aus- Abb. 2. Phosphoglycerinsdurebildung in dialysiertem 
gehend von Phbr., wieder- Muskelextrakt. Ausgehend von natiirlicher und syn- 
} i — ae ] thetischer Phosphobrenztraubensaure Die Gleich- 
gegeben ist. as erreicht gewichtseinstellung stimmt tiberein, der Unterschied 
Gleichgewicht von 30% der Geschwindigkeiten ist durch die verschiede ne 
wie ts ‘ A Aktivitét des Muskelextrakts in den beiden Ver 
Phbr. zu «i 0 Phgl. ist suchen bedingt. 
mit dem der _ natiirlichen I. @——@——®@ Synthetische Phosphobrenztrauben- 
siure. 
Produkte identisch. Il. X—— x ——— * Natiirliche Phosphobrenztrauben- 
siure. 


Versuch Abb. 2. Kurve I. 1,0 cem 3 Stunden dialysierter, 2 Stunden 
inaktivierter Froschmuskelextrakt, mit synthetischer Phbr. (2,1 mg P,O,; 


1 Diese Zeitschr. 276, 239, 1935. 
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enthaltend) bei 20° inkubiert. Die Gleichgewichtseinstellung ist in 15 M 
nuten erreicht. Kurve II nach K. Lohmann und O. Meyerhof mit natiirlicl 
Phbr., mit langer dialysiertem Extrakt. 


b) Darstellung der optisch-aktiven Phosphoglycerinsduren. 


Die Darstellung der beiden optisch aktiven natiirlichen Phgl. aus 
einem derartigen Gleichgewichtsansatz dient als weiterer Beweis | 
der angegebenen Richtung. Zunachst ergibt sich die spezifische Drehung 
des Gleichgewichtsgemisches der Phosphoglycerinséuren zu she 
(Gleichgewichtseinstellung bei 20°). Dies zeigt, daB die Gleichgewichts- 

¢ ) 
verteilung von - oeae. dieselbe ist wie bei den natiirlichen Verbin 
+ 2 Phgl. 
dungen, namlich einem Verhaltnis von 82,5°% 3-Phgl. zu 17,5°, 2-Phg! 
entspricht. Aus diesem Gemenge wurden die beiden Saéuren in nahezu 
reiner Form isoliert. 


Versuch. 100cem Muskelextrakt (3 Stunden dialysiert) 50 cen 
synthetischem phosphobrenztraubensaurem Natrium, enthaltend 242 mg 
P,O;, 10 cem 2,6°%iges Natriumbicarbonat, wurden mit 5°, CO, in N 
gesattigt und 1 Stunde bei 20° belassen. Nach EnteiweiBung mit 30 cem 
40 © iger Trichloressigsiure werden 2 g Bariumacetat zugegeben, mit NaOH 
fast neutralisiert und mit 2 Teilen Alkohol gefallt. Die Lésung hat, bezogen 


auf schwer hydrolysierbares Phosphat, ein [x’]7) von ase" 


, entsprechend 
der Gleichgewichtsverteilung bei 20°. 

Die Rohfallung wird in verdiinnter HCl unter Vermeidung eines Uber 
schusses derselben gelést und in schwach kongosaurer Lésung tropfenweise 
mit !,, Volumen Alkohol versetzt und | Stunde auf Eis gehalten. Es kri 
stallisierten 0,75 g saures Bariumsalz der (—) 3-Phgl. enthaltend 125 mg 
P,O;, in groBen Platten aus, [z]j) in saurer Lésung 12,6° (theoretisc! 

14,5°). Die zweite Fraktion, die bei lackmussaurer Reaktion mit 2 Teilen 
Alkohol ausfiel, enthielt 16,2 mg schwer hydrolysierbares P,O, mit [«’];) 
7,6°, entsprechend einem Gehalt von 57°, von (+-) 2-Phgl. Die 
dtitte Fraktion, die bei neutraler Reaktion gewonnen wurde, enthielt 
9,5 mg schwer hydrolysierbares P,O; mit [«]¥) + 24,5°, entsprechend 
reiner (+) 2-Phgl. Gleichzeitig wurden 45 mg P,O; der Phbr. erhalten, 
so daB im ganzen 150,7 mg schwer hydrolysierbares und 45 mg leicht hydroly 
Phbr. 30 


sierbares P,O,; erhalten wurde, entsprechend einer Verteilung =, == 
=A Phgl. 70 


ce) Die Abtrennung der ,,.Enolase* von der Gleichgewichtsreaktion 2-Phosph 
glycerinsdure == 3-Phosphoglycerinsdure. 

Schon auf Grund der friiher erhaltenen Befunde lag die Annahm« 
nahe, daB die beiden Gleichgewichte Phbr. == 2-Phgl., 2-Phgl. <= 3-Phg| 
voneinander unabhangig sind, so daB die Reaktionskette zur Brenz- 
traubenséure formuliert werden muB: 3-Phgl. — = 2-Phgl. — Phbr 


— > Brenztraubensdure + Phosphorsdure. Indem wir das Ferment 
welches die Gleichgewichtseinstellung 3-Phgl. =—- 2-Phgl. bewirkt, von 
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tzt an als Phosphoglyceromutase bezeichnen wollen, wurde die Selbst- 
andigkeit dieses Ferments schon in der angefiihrten Arbeit dadurch 
wiesen, daB sich dasselbe Gleichgewicht einstellte, ob man die gleich- 
itige Bildung von Phbr. zulie8 oder durch geeignete Hemmung mit 
Fluorid verhinderte. DaB andererseits die ,,Enolase’*, die das Gleich- 
wicht zwischen Phbr. und Phgl. einstellt, in Wirklichkeit nur den 
Vorgang Phbr. —= 2-Phgl. katalysiert, laBt sich dadurch zeigen, daB 
man die Gleichgewichtseinstellung, ausgehend von 2-Phgl. mit ge- 


schadigtem Enzymextrakt vornimmt; insbesondere durch Altern oder 


durch Verdiinnung des Extrakts sowie durch Herstellung von Aceton- 
fallungen wird die Enolase weniger geschadigt als die Phosphoglvcero- 
mutase. Es stellt sich dann zunachst das Gleichgewicht 2-Phgl. — Phbr. 
und dann erst das Gleichgewicht 2-Phgl. —~ 3-Phgl. ein. Aus dem 
Diagramm der Gleichgewichtsverteilung aller drei Stoffe! ergibt sich 
bei 28° ein Verhaltnis von 31°, Phbr.; 13,8°, 2-Phgl. und 55,2 °,, 3-Phigl. 
Bei alleiniger Einstellung des Gleichgewichts zwischen den ersten beiden 
, aa 31 Teile Phbr. 
Komponenten mu also eine Verteilung 13.8 Teile 2-Phel. eintreten, 
d.h. 70% Phbr. neben 30°, 2-Phgl. Dies kann man nun in der Tat 
nachweisen. 

Die Versuche, die auch direkt mit lange dialysiertem Muskelextrakt 
gelingen, sind am besten reproduzierbar, wenn man den dialysierten 
Muskelextrakt durch Aceton fallt und das erhaltene, mit Ather ge- 
trocknete Pulver nach mehrtagigem Aufbewahren benutzt. Es zeigt 
sich dann, ausgehend von 2-Phgl. zunadchst ein starker Anstieg der 
Phbr. in der Richtung des theoretischen Gleichgewichts (70°,), der 
dann wieder absinkt, entsprechend der allmahlichen Einstellung des 
Gleichgewichts 2-Phgl. == 3-Phgl. Je alter das Muskelpulver ist, 
um so héher wird der voriibergehende Anstieg der Phbr., der schlieB- 
lich den theoretischen Wert von 70°, erreicht. In geniigend langer 
Zeit sinkt dann dieser Wert auf den der Gleichgewichtsverteilung 
aller drei Komponenten, d. h. auf 30 bis 32°, Phbr. (28°) ab (vgl. Abb. 3). 
Kine noch vollstandigere Trennung gelingt durch Adsorption an Tier 
kohle, woriiber von Akano anschlieBend berichtet wird. Damit laBt 
sich die Enolase noch vollkommener abtrennen, so daB die Gleich- 
gewichtseinstellung von 70°, Phbr. zu 30°, 2-Phgl. sich nicht mehr 
andert. 

Be ispiel eines Versuchsansatzes. 

200 cem Muskelextrakt, der 3 Stunden dialysiert wurde, werden mit 
600 eem Aceton gefallt und nach Waschen mit Aceton iiber Schwefel 
saure getrocknet (3,8 ¢ Pulver). Je 38 mg Pulver mit 2 cem Wasser aut- 


1 O,. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 276, insbes. S. 248, 1935. 
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geschwemmt, dann Riickstand abfiltriert und Elution mit 1 cem racemisc} 

2-Phgl. bzw. natiirlicher 3-Phgl. versetzt (je 1,9 mg P,O,;). Bei 2 
mit Bicarbonat in 5°, CQO,/N, stehen gelassen. Nach Entnahme v: 

aliquoten Teilen wird das Verhaltnis von Phgl. zu Phbr. durch Bestimmu: 
der Aufspaltung in n HCI bei 100° fiir 60 Minuten festgestellt (in dieser Z: 

ist die Phbr. zu 100°, hydrolysiert). Gleiche Ansatze mit demselben Puly; 
nach 6, lOund 16 Tagen. Der Verlauf ist in Abb. 3 wiedergegeben. Man sie} 

daB ein nur 6 Tage altes Pulver (Kurve I) ein Maximum von 52°, Phi 

zeigt und die vollstandige Gleichgewichtseinstellung in 60 Minuten erreich: 
wahrend das 16 Tage alte Pulver (Kurve IIT) bis zu dem méglichen Maximu 

von 72°, ansteigt und in 60 Minuten das vollstandige Gleichgewicht no 
nicht erreicht hat. 


Abb. 3. Verlauf der Bildung von Phosphobre 

traubenséure, ausgehend von 2-Phosp 

glycerinséure und 3-Phosphoglycerinsé 

mit Acetonfaillungen vom Muskelextrakt 

Ordinate: Gebildete Phosphobrenztraub« 

Siure in ®/, der biologisch aktiven Kom; 

nente der zugesetzten Phosphoglycerinséurs 

Abszisse: Zeit in Minuten. 

— Umsatz von 2-Phosphoglycerinsaure 

I. @—e—e 6 Tage altes Acetonpulver 

ll. e—e—e 10 . ° . 

Ill. @—e—e 16 . f * 

IV. @--@--@ Umsatz von 3-Phosphog]) 
rinsiure mit 6 und 10 Tag 
altem Muskelpulver (beide 


40. 50 Min 60 stimmen tiberein). 


Il. Uber die Wirkung des Arseniats auf die Spaltung der Phosphobrenz- 
traubensiure. 


Wahrend iiber die besondere Rolle, die die Spaltung der Phbi 
als Intermediarreaktion der Zuckergaérung spiclt, spater berichtet 
werden soll!, sollen hier zunachst nur Versuche iiber die Wirkung des 
Arseniats auf diese Spaltung mitgeteilt werden. 


a) Arseniatwirkung im Hefeextrakt. 

Die von Harden und Young entdeckte starke Beschleunigung det 
Zuckergarung im Hefeextrakt durch Arseniat wurde von diesen Forschert 
auf die beschleunigte Aufspaltung von Hexosediphosphorséure zuriick- 
gefiihrt. Diese Erklarung lieB sich in Arbeiten unseres Instituts nicht 
nur bestatigen. sondern auch auf solche Falle wbertragen, wo auf de1 
ersten Blick ein anderer Mechanismus vorzuliegen schien, namic! 


auf die Vergaérung des Glykogens?, des Hexosemonophosphats?, dei 
Triosephosphorséuren * und des Dioxyacetons*, und schlieBlich auf dic 
Beschleunigung der Milchséurebildung im Muskelbrei und Muske! 


1 O, Meyerhof u. W. Kiessling, vorlaufige Mitteilung Naturwiss. 
501, 1935. — * O. Meyerhof, diese Zeitschr. 183, 176, 1927. 3 O. Meyer 
hof u. K. Lohmann, ebenda 185, 113, 1927. — 4 O. Meyerhof, abenda 27° 
80, 1934. — ° K. lwasaki, ebenda 203, 237, 1928. 
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xtrakt!. Auch ist bisher eine spezifische Wirkung des Arseniats von 


nnéhernd gleichem Umfang auf andere Phosphatasen oder andere 
spaltungsreaktionen nicht gefunden worden. Wie kiirzlich gezeigt 
vurde*, wird nun, ahnlich wie die Garung des Harden- Young-Esters, 
uch seine Umwandlung in Phgl. in Gegenwart von Acetaldehyd und 
Fluorid durch Arseniat um mindestens das 2Ufache beschleunigt, wobei 
lann etwa doppelt so viel Molekiile Hexosediphosphat in Phgl. ver- 
wandelt werden, als ohne Fluorid im selben System zu Kohlensiéure 
und Alkohol vergiren kinnen. Gleichwohl ist dies nicht der einzige 
\ngriffspunkt des Arseniats 

bei der Vergarung des Hexose- 

diphosphats. Das geht schon 

daraus hervor, dal} die Phgl. 

selbst viel langsamer vergart 

als Hexosediphosphat in Ge- 

genwart von Arseniat. Inder 

lat zeigt sich, daB die Phbr. 

und unter gewissen Bedin- 

gungen auch die Phgl. in 

Gegenwart von Arseniat eine 

bedeutende Erhéhung_ ihrer 

. ; : ‘a ae Abb. 4. Umsatzgeschwindigkeiten (emm C0) 
Spaltungsgeschwindigkeit er- pro Minute) von natiirlicher Phosphobrenz 
fahren. wodurch sie die Gar- traubensiure mit und ohne Arseniat. Je 0.4 

A ‘i . Mazerationssaft in 0,9 ecm. 
geschwindigkeit des Hexose- I. @—e@ Phosphobrenztraubensiure mit 1,2mg 
P.O; und 2. 10-3 Arseniat. 

“ : . Il. O—C Phosphobrenztranbensaure mit 2,4 mg 
Umstanden erreichen. Diese P.O; und 2. 10-3 Arseniat. 


Il — Phosphobrenztraubensaure mit 1,2mg 
P, 0, ohne Arseniat. 


diphosphats unter den gleichen 


Beobachtungen, die schon vor 
einem Jahre mit natiirlicher 
Phbr. gemacht wurden, aber wegen Mangels an Material seinerzeit nicht 
abgeschlossen werden konnten, haben wir mit synthetischer Phbr. ver- 
volistandigt und teilen einige Beispiele hierzu in Abb. 4, 5 und 6 mit. 


Um die Kohlensaurebildung fiir jeden Zeitabschnitt zu bestimmen, 
wurden GefaBe mit zwei Anhangen benutzt, in den einen die zu vergarende 
Substanz und in den anderen Citronensaure eingefiillt. Sollte das Arseniat 
erst nach Beginn der Garung eingekippt werden, so wurde in den zweiten 
Anhang Arseniat gefiillt und die Citronenséure in den Einsatz des GefaBes 
und aus diesem eingekippt. Nach Bestimmung der CO,-Endwerte wurden 
die Ansatze auf Phosphat verarbeitet. 

Damit die Garungsgeschwindigkeiten nicht zu groB werden, sind pro 
Ansatz nur je 0,2 bis 0,4cem Mazerationssaft verwandt, die auf 0,8 bis 


1 (), Meyerhof, Pfliigers Arch. 188, 114, 1921; diese Zeitschr. 183, 
176, 1927. — * Mae Farlane, Biochem. J. 24, 1051, 1930; vgl. dazu 
Neuberg u. Leibowitz, diese Zeitschr. 191, 460, 1927. — 3 O. Meyerhof, 
ebenda 273, 80, 1934. 
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1,0cem verdiinnt waren. Die Umsatzgeschwindigkeit wird pro 1 ode 
2 Minuten bestimmt. 

Abb. 4 gibt einen Versuch mit zwei verschiedenen Konzentratione: 
naturlicher Phbr. wieder (I: 1,2; I]: 2,4mg geb. P,O; pro Ansatz 
Die Maximalgeschwindigkeit ist bei héherer Konzentration erhéht 
Der in diesem Versuch auftretende ,,Garanstieg** zeigt sich nur it 
weniger gut gdrenden Extrakten. Sonst setzt. im Gegensatz zu de1 
Arseniatsteigerung der Hexosediphosphorséure die Gargeschwindig 
keit der Phbr. mit Arseniat maximal ein. Man sieht dies aus Abb. 5 
und 6. Abb. 5 gibt einen Versuch 
mit synthetischer Phbr. einerseits, 
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Abb. 5. Umsatzgeschwindigkeiten von He- Abb. 6. G&rgeschwindigkeiten von natiir 
xosediphosphat und synthetischer Phospho- licher 3-Phosphoglycerinsaure und synthe 
brenztraubensdure m. Arseniat(2.10-3 mol.) tischer Phosphobrenztraubensdure mit Ar- 
— Frischer Mazerationssaft. seniat. Je 0.25 cem Mazerationssaft auf 
0.8 eer 
Der gleiche Saft 24 Std. spiter ‘ ' 
Je 04 cem Mazerationssaft in 1 ecm. 
. aber Arseniat ! 4 Mi- 


h Zusatz von Phospt 


nsaure. 


I und Ia Phosphobrenztraubensdure 
10mg P2Qs5. 

II und Ila Hexosediphosphat n 
P.O; und Zusatz von 4mg Acetal 


phoglycerinsaure n 
P..O;. Arseniat ' , Minute 
her zugese tzt. 
IV. —@— Phosphobrenztraubensaure 
Arseni 


V. —()— Ph 


mit Hexosediphosphat — Acetaldehyd andererseits wieder. Die Maximal- 
geschwindigkeit mit Arseniat ist in beiden Fallen genau gleich. Wie 
friiher nachgewiesen wurde!, wird mit Acetaldehyd die Beschleunigung 
der Hexosediphosphatvergarung durch Arseniat stets maximal und 


1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 278, 80, 1934. Die in dieser Arbeit 
gemachte Angabe, wonach die Vergarung der Phgl. durch Arseniat nur 
héchstens aufs Doppelte gesteigert wiirde (8.98), ist nicht richtig. Vgl. 


dazu das folgende. 
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unabhangig von der Konzentration des Esters. Die Phbr. bedarf keines 


idehydzusatzes, da dieser spontan entsteht. Bei Hexosediphosphat 
igt sich jedoch auch dann stets ein Garanstieg, bei Phbr. nicht. 

Da die Phbr. sich rasch ins Gleichgewicht mit Phgl. setzt. war 
1 erwarten, da auch die Phgl-.Garung in Gegenwart von Arseniat 
ine ahnliche Beschleunigung erfiihre. Dies ist haufig auch der Fall, 
ber die Steigerung ist bei der 3-Phgl. viel inkonstanter als bei der 
Phbr. Es scheint, daB die Beschleunigung leicht verhindert wird, 
wenn das System nicht Zeit hat, vor Einsetzen der Reaktion sich in 
das Gleichgewicht mit Phbr. einzustellen. Jedenfalls bleibt die Arseniat- 
steigerung mit 3-Phgl. in verdiinntem und nicht ganz frischem Maze- 
rationssaft 6fters aus und, wie die Phosphatanalyse zeigt, fehlt dann 
lie nach dem Gleichgewicht zu erwartende Phbr. Wenn die Steigerung 
jedoch (in frischem Extrakt) eintritt, so ist sie oft genau so groB wie mit 
Phbr. Kippt man das Arseniat ! , bis 2 Minuten nach Zusatz der 3-Phgl. 
zum Extrakt zu, so tritt fast regelmaBig eine Garungssteigerung ein, 
wie es auf Grund der Gleichgewichtseinstellung mit Phbr. zu erwarten 
ist. Immerhin ist auch jetzt die Steigerung mit 3-Phgl. 6fters kleiner 
ils mit Phbr. Ein solcher Versuch mit 30 Sekunden Zeitdifferenz 
zwischen Zusatz des Esters und des Arseniats zum Ferment ist in Abb. 6 
wiedergegeben. Die oft verlangsamte Gleichgewichtseinstellung, wie 
sie durch die P-Analyse nachgewiesen wird, ist bei der Empfindlichkeit 
der umlagernden Fermente, besonders der Phosphoglyceromutase, 
verstandlich. In der Tat wird die natiirliche 2-Phgl. nahezu ebenso 
rasch wie Phbr. in Gegenwart von Arseniat vergoren, wenn gleichzeitig 
3-Phgl. nicht mehr, oder viel langsamer vergart. Beispielsweise ergibt 
sich mit 0,3 ccm Mazerationssaft auf 0,75 cem (2.5. 10-% As): 





45 
249 465 


Man sieht daraus, daB die Phosphoglyceromutase in Gegenwart von 
Arseniat leicht geschadigt wird. Der eigentliche Angriffspunkt det 
Arseniatwirkung ist jedenfalls die Aufspaltung der Phbr. Da anderer- 
seits in geniigend frischen und konzentrierten Extrakten die Gleich- 
gewichtseinstellung rasch genug erfolgt. um auch die Arseniat- 
beschleunigung der 3-Phgl.-Garung zu erméglichen, darf man annehmen, 
daB bei der Vergarung der Hexosediphosphorsaure dies ebenfalls det 
Fall ist und daB hier die Stérungen. die bei zugesetzter 3-Phgl 
eintreten, ausbleiben. Unter diesen Umstanden wird die Beschleuni- 
gung der Vergérung des Hexosediphosphats hinreichend erklart durch 








108 O. Meverhot u. W. Kiessling: 


die Beschleunigung der beiden Teilvorgange: a) Beschleunigte Un 
lagerung zu Phgl., sobald eine Spur Acetaldehyd vorgegeben od 
entstanden ist; b) beschleunigte Vergarung der Phbr., die fortdauernd 
aus Phgl. nachgebildet wird. 


b) Arseniatwirkung im Muskelextrakt. 


Auch die Milchséurebildung im Muskelextrakt wird durch kleine 
Arseniatkonzentrationen gesteigert, wobei ebenfalls Hexosediphosphat 


beschleunigt aufgespalten wird |. 
Diese Steigerung betragt jedoch 
bei Zusatz von Hexosedipho: 
phat nur etwa 50 bis 100°, 
Kine ahnliche groBe Steigerung 
der Geschwindigkeit zeigt auch 
die Aufspaltung der Phbr. In 
Abb. 7 sind zwei derartige Ver 
suche abgebildet. Im ersten 


gebund Phosphat 
& > 
; 


Versuch, ausgezogene  Linien, 
ist frischer Froschmuskelextrakt 
benutzt, im zweiten Versuch, 
Abb. 7. Phosphatabspaltung von Phospho- ‘ Pe a fi 
brenztraubensiiure im Muskelextrakt mit und gestrichelte Linien, dialysierte 
ohne Arseniat. Muskelextrakt zweimal ver- Kaninchenmuskelextrakt mit 
diinnt. Pro cem Lisung 0,8 mg P20; — | : 
Phosphobrenztraubensaure. Zusatz von Magnesium und 


Ordinate: Prozentische Spaltung der zugege- Adenylpyrophosphat. Mit Ar- 
benen Phosphobrenztraubensdure. s 


45 Min. 60 


senis ird i en erste 0 

— Frischer Froschmuskelextrakt. seniat wird in den ersten 1 

@—e | mit Phosphobrenztraubensiure und bjs 15 Minuten 80% der zu 
1. 10-4 m Arseniat. é 

@—e li mit Phosphobrenztraubensiure ohne gest tzten Phbr. aufge spalte Nn. 
Arseniat. 

@—e } ohne Zusatz (spontane P-Abspaltung 
des Adenylpyrophosphats). 
- - 2 Stunden dialysierter Kaninchen- - “V5 + ee 
muskelextrakt. Auf 12 cem Gesamt- Die auffallige ( bereinstim- 


lisung 5cem Extrakt mit 1,25 mg mung im Verhalten der Phbr. 
Adenylpyrophosphat und 1,7 mg Mg. 


SchluB. 


la mit Phosphobrenztraubensiure und Hexosediphosphorséure ge- 

+ 1,5. 10-2 m Arseniat. geniiber Arseniat gab Anlab, 

<== it Phosphobrenztraubensa ay ee . 7 

} — I honpho yrenztraubensaure ohne die \ orgiinge bei ihrem Umsatz 
Arseniat. - 

noch genauer zu untersuchen. 

Es zeigte sich, da sie bei der Angérung von Zucker die Hexosedi- 

phosphorsaure vollsténdig ersetzen kann, was fiir die Phgl. bereits 

von F.. Lipmann gefunden war?. In der Tat entsteht bei der Spaltung 

der Phbr. in Gegenwart von Glucose durch Umesterung Hexosediphos 


phat. Auf diese eigenartige Reaktion, die fiir die Gargeschwindigkeit 





1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 183, 176, 1927. — * Ebenda 274, 
412, 1934. 





ein 
phat 
rd), 
loch 
hos 
yy, 
ung 
uch 
In 
Ver 
sten 
11eN, 
rakt 
uch, 
‘THe! 
mit 
und 
Ar- 
y 10 
Zu 
lten. 


tim 
hbr 
> ge- 
lal}, 
isatz 
hen 
sedi- 
reits 
tung 
hos 


‘keit 


Enzymatischer Umsatz der Phosphobrenztraubensaure. 109 


des Zuckers entscheidend ist und auf die erste Harden- Youngsche 
Garungsgleichung ein neues Licht wirft, soll in einer spaéteren Arbeit 
venauer eingegangen werden. 


Zusammenfassung. 


In der Arbeit werden Versuche mit synthetischer Phosphobrenz- 
traubenséure mitgeteilt, die die Identitat derselben mit der natiirlichen 
Phosphobrenztraubensaure erharten. Die Gargeschwindigkeiten und 
der Garverlauf stimmen tberein. Die Gleichgewichtseinstellung in die 
beiden optisch aktiven natiirlichen Phosphoglycerinséuren erfolgt in 
genau gleicher Weise. Weiter wird gezeigt, daB sich das Ferment, 
welches Phosphobrenztraubensaure und 2-Phosphoglycerinséure  in- 
einander umwandelt (KEnolase), von dem Ferment, das 3-Phospho- 
glycerinsaure in 2-Phosphoglycerinséure umlagert (Phosphoglycero- 
mutase) bis zu einem gewissen Grade trennen JaBt. 

Durch Zusatz von Arseniat laBt sich die Vergarung der natiirlichen 
und synthetischen Phosphobrenztraubensaure auf dieselbe Geschwindig- 
keit erhéhen wie die Vergirung der Hexosediphosphorséure, was ein 
weiteres Argument fiir die Bedeutung der ersteren Reaktion als Teil- 


reaktion der Vergdérung der Hexosediphosphorsaure ist. Ahnliches 


gilt fiir den EinfluB des Arseniats auf den Zerfall der Phosphobrenz- 
traubenséiure und die Milchséurebildung im Muskelextrakt. 














Versuche zur Trennung 
der ..Enolase* und der ,.Phosphoglyceromutase*. 


Von Rokuro Akano, Kioto. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir med 
zinische Forschung, Heidelberg. 
(Eingegangen am 29. Juni 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Nachdem von O. Meyerhof und W. Kiessling gefunden war!, dal; 
in dialysiertem Muskelextrakt zwei voneinander zu unterscheidend 
Gleichgewichtsreaktionen zwischen 3-Phosphoglycerinséure =~ 2-Phos 
phoglycerinséure und 2-Phosphoglycerinsaure (2-Phgl.) <= Phospho 
brenztraubensaure (Phbr.) ablaufen, habe ich auf Vorschlag von Herrn 
Prof. Meyerhof einige Versuche dariiber angestellt, ob es gelingt, dir 
fiir diese Reaktionen verantwortlichen Fermente, die Phosphoglycero 
mutase und die Enolase in dialysiertem Hefemazerationssaft durch 
Adsorptionsmethoden noch vollstandiger voneinander zu trennen, als 
es in der vorstehenden Arbeit durch die Alterung von Muskelextrakt 
geschah. 

Wenn auch mittels der Adsorption eine vollstandige Trennung 
ebensowenig gelang, so fiihrte doch die tberwiegende Schadigung de1 
Phosphoglyceromutase, besonders bei Adsorption an Tierkohle dazu, 
da allein die Gleichgewichtseinstellung zwischen 2-Phgl. und Phbr. 
auftritt, ohne daB ein Riickgang der Einstellung durch Bildung von 
3-Phgl. erfolgt. Aus diesem Grunde seien die Versuche kurz mitgeteilt. 
Das die Lage des Gesamtgleichgewichts in ausgewaschener Trockenhefe 
mit der in dialysiertem Muskelextrakt tibereinstimmt, ist schon von 
K. Lohmann und O. Meyerhof? gezeigt. Zu meinen Versuchen diente 
Hefemazerationssaft, der 5 Stunden gegen 0,45 °% iges KCI dialysiert war. 
Er wurde unter Zusatz von je '/;,) seines Volumens 2,6°% igem Natrium- 
bicarbonat und m/10 Na,HPO, und dem zu priifenden Ester bei 28° 
inkubiert, bzw. mit den verschiedenen Adsorbenzien behandelt. Zur 
Bestimmung der Phbr. diente die Messung des in 60 Minuten bei 
100° in n HCl abgespaltenen Phosphats. Zur Bestimmung des Ver- 
teilungsverhaltnisses von 2-Phgl./3-Phgl. wurde die spefizische Drehung 
der Bariumtallung, bezogen auf den schwer hydrolysierbaren P, er- 
mittelt. 

Benutzt man direkt den 5 Stunden dialysierten Mazerationssaft, 
so erhalt man, ausgehend von racemischer 2-Phgl., einen Verlauf det 
Gleichgewichtseinstellung, der dem von O. Meyerhof und W. Kiessling 
gefundenen (vgl. vorstehende Arbeit, Abb. 3) entspricht. Behandelt 


5 


1 Diese Zeitschr. 276, 239, 1935. 2 Ebenda 273, 60, 1934. 
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ian dagegen den verdiinnten dialysierten Mazerationssaft mit Kiesel- 
vur, Tonerde oder Tierkohle, so erhalt man sowohl bei den Adsorbaten 
wie den Eluaten derselben in der Regel Kurven, die allein der Gleich- 
vewichtseinstellung zwischen 2-Phgl. und Phbr. entsprechen. Fiir diese 
Versuche wurde ein etwa doppelt verdiinnter dialysierter Saft mit 
Salzsdurecitrat auf pu6 gebracht, das Adsorbens hinzugefiigt, ab- 
zentrifugiert und schlieBlich das Adsorbat mit Phosphat eluiert. 
Besonders gleichmibig verliefen die Versuche bei Verwendung 
von Tierkohle. Dabei erhalt man die gleichen Kurven der Gleichgewichts- 


Abb. 1. Verlauf der Phosphobrenztrauben- 
siurebildung im Eluat eines Tierkohlenad- 
sorbats von verdiinntem Mazerationssaft (28°) 
—QO | Bildung aus 2-Phosphoglycerin- 
Saure. 
Ia mit 2. 10-2 n NaF. 
I] Bildung aus 3-Phosphoglycerin- 
stiure. 
IIa mit 2.10-2 n NaF. 
Die Hemmung mit Natriumfluorid ist beide 
Male nicht vollstandig. Die Einstellung mit 
2-Phosphoglycerinséure fiihrt zum Gleich- 
gewicht, trotzdem findet auch mit 3-Phospho- 
glycerinsiure eine gewisse Umlagerung statt, 
‘ . . & al ae 
die aber nicht bis zum Gleichgewicht fiihrt. a Ae 
gil 





60 80 Min. 


20 40 
Lrkubationsze 


einstellung, ob man die fermentbeladene Tierkohle direkt zu den Lé- 
sungen von 2-Phgl. bzw. 3-Phgl. zusetzt oder die Tierkohle zunachst 
einige Zeit mit Phosphatlésung schiittelt und dann das Eluat der Fer- 
mente verwendet. In allen diesen Fallen tritt, ausgehend von 2-Phgl., 
Mol Phbr. 0,70 

Mol 2-Phgl. 0,30 

ein, die auch in langerer Zeit nicht zuriickgeht (vgl. Abb. 1), und zwar 


« 


die berechnete Gleichgewichtseinstellung 


ergab sich in drei Versuchen mit Eluat bei 28° das Endgleichgewicht 
zu 70; 73,6; 71,6 °/, Phbr. und in 2 Versuchen mit Adsorbat bei ver- 
schiedenen Verdiinnungen 70,2 und 71%. Trotzdem fehlt aber in diesen 
Adsorbaten die Mutase nicht vollsténdig. Das ergibt sich daraus, dab 


auch die 3-Phgl. sich langsamer und unvollstaéndig in Phbr. umlagert. 


Jedenfalls ist aber von diesem Ferment so wenig vorhanden, da eine 
a ’ ; ; Phbr. can 
nachtragliche Verschiebung des Gleichgewichts Phe nicht eintritt. 
e-rhgl. 
Fir die Mehrzahl der Versuche diente racemische 2-Phgl. Bei 
dieser wurde die Berechnung nur fiir den +-Anteil durchgefiihrt, weil 
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sich der —-Anteil an der Einstellung nicht beteiligt. Andererseit 
sind in der Restlésung nach Entfernung der Tierkohle auch noch beic: 
umlagernde Fermente nachzuweisen. In diesen Restlésungen erhali 
man stets Einstellungskurven wie Abb. 2, die denen des gealterte 
Muskelextraktes entsprechen. Man kann aber einen ahnlichen Verlaut 
wie bei den Adsorbaten hervorrufen, wenn man die Gleichgewichts 
einstellung in Gegenwart von n/50 Natriumfluorid vornimmt. I) 
diesem Milieu ist die Fluoridhemmung unvollstandig und, wah 
scheinlich infolge der Langsamkeit der Gleichgewichtseinstellung unte: 


Abb. 2. Verlauf der Phosphobrenztraul 


rrr sdurebildung in der Restlisung des Tier 
Pr kohlenadsorbats. 
Mn. O—O I Bildung aus 2-Phosphoglycerinsiu 
’ -} Ta mit 2.10-2 n NaF. 


—» II Bildung aus 3-Phosphoglyceri: 


I saure, 
a 1 N --X Ifa mit 2. 10-2 n NaF. 

——— Die Fluoridhemmungen sind in diesem Fa 
ey { noch unvollstindiger und ergeben im weser 
P lichen nur Verlangsamung der Geschwir 

digkeit der Einstellung. Infolgedessen ge} 
Ha | das Maximum im Falle von Ta in der Ver 
———— — ~ suchszeit nicht zuriick wie das Maximur 





gai | yon I. Hier ist noch so viel Phosphoglycer: 
1 mutase vorhanden, dafi aus 2-Phosphoglyc: 
rinsiure und 3-Phosphoglycerinsiure 
90 Min, das yollstindige Gleichgewicht der 
60... +&0Ma. 3 Komponenten entsteht. 
Inkubationszeit 


der Wirkung des Fluorids, geht die einmal eingetretene Verteilung 
nicht wieder zuriick. Dasselbe erreicht man auch durch starkes Ver 
diinnen der Restlé6sung. Immerhin gelingt es in beiden Fallen nur etwa 
bis zu 60° Phbr. zu kommen; die Adsorption an Tierkohle ist 
jedenfalls ein zuverlassigeres Mittel, um allein die Enolase zur Wirkung 
zu bringen. Dies lieB sich auch durch polarimetrische Bestimmungen 
bestatigen. Diese wurden allerdings mit Adsorbaten von Muskelextrakten 
ausgefiihrt, weil der Hefemazerationssaft ein stark drehendes Poly 
saccharid enthalt, das in die Bariumlésung gelangt und die polari 
metrische Bestimmung stért. Die Verarbeitung der Bariumfallung, 
sowie die Berechnung der Versuche geschah nach O. Meyerhof und 
W. Kiessling’. In den Adsorbaten und Eluaten von Tierkohle traten 
nur Drehungsanderungen ein, die bei Benutzung von racemischer 2-Phg! 
etwa 10°, der fiir die Gleichgewichtseinstellung erwarteten entsprachen 
Ausgehend von 3-Phgl. war die Drehungsainderung tberhaupt nicht 
meBbar. Dies bestatigt, daB der Fermentauszug, der noch eine stark 
Enolasewirkung zeigt, an der Phosphoglyceromutase stark verarmt 
ist. Man mu daher bei unvollstandiger Vergarung im Mazerations 
saft, die durch Schaidigung des Fermentgemisches eintritt, im Aug 
haben, ob der Stillstand des Prozesses nicht an der Phosphoglycero 


' Diese Zeitschr. 276, 239, 1935. 





cle 


m 
di 
bi 
dt 
sa 





“seit 


beid: 
rhalt 
‘The! 
rlaut 
chts 
In 
vahi 


inte! 


Hsau 


m Fa 
ese! 
shwir 


n gel 


Kimur 
yee rr 


orl y 


kung 
ngen 
ikten 
Poly 
ari 
lung, 
und 
raten 
Phgl 
chen 
nicht 
fark 
armt 
ions 
Auge 


cero 





Versuche zur Trennung der ,,Enolase’’ usw. 113 


nutase eintritt, weil dieses Ferment, wie es scheint, in verhaltnismabig 
veringer Menge vorhanden oder besonders empfindlich ist. 

Als Beispiel sei ein Protokollauszug einer Versuchsreihe mit Tier- 
kohlenadsorbat wiedergegeben. 


60 cem Hefemazerationssaft, 5 Stunden dialysiert 20 cem Wasser, 
ur volilstandigen Entfernung des Phosphats mit 3 ¢cem ammoniakalischer 
Magnesiamixtur versetzt, zentrifugiert und dann mit Citrat-NSalzsiure auf 
py 6 gebracht. Nach dem Zentrifugieren mit 7,6 g¢ Tierkohle in 100 ¢em 
Wasser versetzt und 20 Minuten auf Eis stehengelassen. Die abzentri- 
fugierte Tierkohle wird in 50 cem Wasser suspendiert. Hiervon dienen 
aliquote Teile zu verschiedenen Versuchsreihen. Von diesen sind im fol- 
genden die P-Bestimmungen von Versuchsreihe [ und II angefiihrt. 

Reihe I. Ansatz: 1,0 cem Tierkohlensuspension 0,5 cem 2,6°,igem 
Natriumbicarbonat -- 0,5 cem Na,HPO, mit 2-Phgl. auf 7,5 cem gebracht 
(Zusatz racemische 2-Phgl. aus 65 mg Bariumsalz mit 8,8 mg P,O,; als 
2-Phgl.). 

Rethe II. Gleicher Ansatz, aber statt 2-Phgl. natiirliche 3-Phgl. aus 
33mg Bariumsalz mit 5,54 mg P,O; als 3-Phgl.). 

Die Ansatze werden bei 28° geschiittelt, nach 0, 2, 5, 20, 60 Minuten 
je 1eem entnommen und in 5ccem 4° ,iger Trichloressigsiure eingegeben. 
Vom Trichloressigsauretiltrat je 1 cem zur Bestimmung des direkt bestimm- 
baren Phosphats (d) des Phosphatwertes nach 60 Minuten Hydrolyse in 
n HCl bei 100° (kh) und des Veraschungswertes (7). 


Tabelle LI. 





mg P2Os, pro cem Trichloressigsiurefiltrat 


Inku- — . — : ARE SRE EES , = 
bationszeit Anteil Phospho- °/siger Anteil © »iger Anteil 
l d h brenztrauben- von racemischer von optisch 
Min. siure Saure aktiver Saéure 
I 0 0,276 0,098 0,098 0 
2 0,276 0,098 . 0,115 0,017 9,5 19 
5 0,276 0,098 | 0,135 0,037 21 42 
20 0,276 0,098 | 0,155 0,057 32 64 
60 0,276 0,098 | 0,160 0,062 35 70 
II 0 0,200 0,077 | 0,077 Q 0 
2 0,200 0,077 | 0,077 0 0 
5 0,200 0.077 | 0,085 0.008 6.5 
20 0,200 0.077 0.100 0,023 18.7 
60 0,200 0.077 | 0.110 0.033 97 


Zusammenfassung. 

Infolge der besonderen Empfindlichkeit bzw. der geringeren Menge 
der Phosphoglyceromutase, gelingt es durch Adsorption an verschiedene 
Adsorbenzien, insbesondere an Tierkohle, aus dialysiertem Hefe- 
mazerationssaft zur Hauptsache die Enolase abzutrennen, so da sich 
die Gleichgewichtseinstellung fiir 2-Phosphoglycerinsaure —— Phospho- 
brenztraubensaéure ergibt, ohne daB eine wesentliche Verschiebung 
durch das Gleichgewicht 2-Phophoglycerinséure —~ 3-Phosphoglycerin- 
sdure eintritt. 
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Uber die Restatmung yon Siugetiergeweben in Blausiure. 
Von 
Isabel Torres (Madrid). 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir med 
zinische Forschung, Heidelberg.) 
(Eingegangen am 29. Juni 1935.) 

Nach O. Warburg' ist die Atmung der Mehrzahl der obligat aerobe: 
Zellen blauséureempfindlich, wobei die Hemmung mit genugend 
hoher Konzentration nahezu vollstandig ist. Das gilt insbesondere von 
Saugetiergeweben. DaB die Einwande von Dixon* hiergegen auf Ver- 
wendung ungeeigneter Lésungen und Schadigung des Gewebes beruhen, 
ist von O. Warburg und Alt nachgewiesen®. Neuerdings hat Kisch‘ 
in einer umfangreichen Arbeit die Resultate von Alt im wesentlichen 
wieder erhalten, aber selbst in Bicarbonat-Ringerlésung mit 5°, Kohlen- 
siure in n/100 HCN noch Atmungsreste gefunden, die bei der Niere 
etwa 11°,, bei der Leber 12°,, beim Zwerchfell 26°, bei der Herz 
kammer 30°, der unbeeinfluBten Atmung betrugen. Nachdem in den 
spateren Arbeiten O. Warburgs die allgemeine Verbreitung eines gegen 
Blausiéure unempfindlichen, sauerstoffiibertragenden gelben Ferments 
neben dem haminhaltigen Ferment festgestellt worden ist und der 
Gehalt der Farbstoffkomponente (Lactoflavin) in den verschiedensten 
Organen bestimmt ist, konnte gefragt werden, ob eine Beziehung zwischen 
dem Flavingehalt und dem noch in héheren Blauséurekonzentrationen 
vorhandenen Atmungsrest besteht. Dazu ist es nétig, diesen Atmungs- 
rest nicht nur in Bicarbonat-Ringer, sondern auch in Serum mit 5°, 
CO, in O, zu bestimmen, weil dies die physiologisch giinstigsten Be- 
dingungen schafft. Ich habe auf Vorschlag von Herrn Meyerhof einige 
Versuche in dieser Richtung angestellt und gleichzeitig das Verhalten 
der gehemmten Atmung gegeniiber reduzierenden Farbstoffen gepriift 

Wie schon lange bekannt®, steigern bestimmte reduzierende Farb- 
stoffe den Sauerstoffverbrauch von Zellen und zwar um so mehr, je 
starker die genuine Atmung durch physikalische oder chemische Ein- 
griffe bestimmter Art herabgesetzt wird. Das gilt auch fiir die Hemmung 
der Atmung durch Blausaure®. Da die Steigerung der Atmung besonders 


' O. Warburg, Uber die katalytischen Wirkungen der lebendigen 


Substanz. Springer, 1928. — ? Dixon u. Elliot, Biochem. J. 23, 812, 1928. - 
3H. L. Alt, diese Zeitschr. 221, 498, 1930. - 4Ebenda 263, 75, 1933 
- 5 O.Meyerhof, Pfliig. Arch. 149, 250, 1912; 169, 87, 1917. 6 Barron, 


I. Gen. Physiol. 18, 483, 1930; R. W. Gerard, Physiol. Rev. 12, 504, 1932 
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oB ist bei der auf Ubertragung durch das gelbe Ferment! beruhenden 
(xydation anaerober Milchséurebakterien*, war auch hier die Frage, 
b eine Beziehung zwischen dem Flavingehalt und der prozentischen 
steigerung der Restatmung durch Methylenblau und Toluylenblau 
hestiinde. 

Eine feste Beziehung des Atmungsrestes zum Flavingehalt war 
allerdings nicht besonders wahrscheinlich. Nach O. Warburg wird in 
der Hefe nur 0,5° des aufgenommenen Sauerstoffs durch das gelbe 
Ferment transportiert. Da nun die Hefe 35 y gebundenes Lactoflavin, 
die Rattenleber 75 yv enthalt® und die Atmung der letzteren etwa 1/; 
derjenigen der Hefe betragt, so kénnten in der Leber etwa 5°, des 
Sauerstoffs durch das gelbe Ferment iibertragen werden?. Ahnlich 
sroB ist der Gehalt in der Niere und Nebenniere, wahrend Gehirn und 
1/9 der quergestreifte Muskel !/; bis ! 


i) 


Milz nur 19 SO viel enthalten. 
Tatsachlich ergibt sich in meinen Versuchen keine Beziehung hierzu, 
héchstens ist die Hemmung mit 5. 10-3? n HCN, der héchsten von mir 
verwandten Konzentration, im Gehirn vielleicht etwas gréBer (97,5 °,), 
als in den iibrigen Organen, wo sie bei 90 bis 95°, lag. In der Milz, wo 
die Hemmung in Ringer-Bicarbonat nur 86°, betrug, stieg sie in Serum 
ebenfalls auf 91°. Die einzige Ausnahme betrifft das Zwerchfell, wo 
die Hemmung selbst in 1. 10-2 HCN nur 65° betragt, in Uberein- 
stimmung mit den Befunden von Kisch. Da sich friither zeigte, daB die 
Atmung des Zwerchfells durch Zusatz von Phosphat gréBer und kon- 
stanter wird®, habe ich im wesentlichen auch Ringer-Phosphat und 
Serum-Phosphatgemisch verwandt. Die Rolle des Phosphats spricht 
bereits dafiir, daB es sich hier nicht um das Verhalten normalen Ge- 
webes in normalem Milieu handelt, sondern daB durch die Schnittrander 
des Zwerchfellmuskels das Innere der Fasern in offenem Diffusions- 
austausch mit der Lésung steht. Die Muskulatur stellt daher von vorn- 
herein geschadigtes Gewebe dar. Hinzuweisen ist auch noch auf die 
Anwesenheit besonderer Haminverbindungen, die die Fahigkeit be- 


! Warburg u. Christian, diese Zeitschr. 260, 499, 1933. 2 O. Meyer- 
hof u. Finkle, Chemie der Zelle und Gewebe 12, 157, 1925; J.G. Davis, 
diese Zeitschr. 265, 90, 1933. 3 Kuhn, Kaltschmitt u. Wagner-Jaureqq, 
Berl. Ber. 64, 1452, 1934; Zeitschr. f. physiol. Chem. 2382, 36, 1935; 
Euler u. Adler, ebenda 223, 108, 1934. + Nach L. B. Pett, Biochem. J. 


29, 937, 1935, verdoppelt sich der Flavingehalt von Hefe, die in etwa 
1.10-3 HCN geziichtet wird und die Atmung einer solchen Hefe wird durch 
2.10-3 HCN nur noch um 15 bis 20°, gehemmt gegeniiber einer 70 bis 
90° igen Hemmung normaler Hefe. Da8 indes die hier bestehende grobe 
testatmung auf einer Sauerstoffiibertragung durch das gelbe Ferment 
beruht, wie es der Verfasser annimmt, diirfte auf Grund der angegebenen 
Berechnung O. Warburqs nicht zutreffend sein. 5 O. Meyerhof u 
Himwich, Pfliig. Arch. 205, 415, 1924. 
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.itzen, Kohlenoxyd zu oxydieren!, was von keinem anderen Gewebe 
ls von Herz und Muskulatur geschieht. 

Die Steigerung der Restatmung durch Toluylenblau und Methylen- 
blau betrug bei Leber und Milz 200 bis 400°,, bei der Niere 100. bis 
150°,. Auch das zeigt keine Beziehung zum Flavingehalt. Dabei wird 
nur ein Teil der Atmung restituiert. Dies Verhalten unterscheidet sich 
von dem von Barron und Hamburger® bei Eiern von Seeigeln und See- 
sternen sowie Blutzellen von Fischen gefundenen, wo die Farbstoffe 
eine sehr starke Erhéhung des normalen Sauerstoffverbrauchs hervor- 
rufen, die durch n/100 HCN kaum herabgesetzt wird. Die Atmung 
der Saugetiergewebe wird aber durch diese Farbstoffe nicht gesteigert. 
Ks erscheint daher zweckmabig, die Wirkung des Farbstoffs nur als 
Steigerung der Restatmung aufzufassen. 

Eine Ubersicht iiber die Versuche ist in Tabelle I und II gegeben. 
Die Ausfiihrung geschah genau nach den Warburgschen Vorschriften® 
in sogenannten KastchengefaBen. Als Serum benutzte ich steriles 
Pferdeserum der ,,Bayer-Meister Lucius-Behringwerke“ I. G. Farben- 
industrie A.-G., Leverkusen, wobei die CO,-Retention in jeder neu 
angebrochenen Flasche bestimmt wurde. Aus den Flaschen wurden je 
15 bis 20 cem in sterile Reagensglaser eingeschmolzen, inaktiviert bei 
55°, und jeden Tag hiervon ein neues benutzt. Um geniigend groBe 
Ausschlage in den mit Blauséure versetzten GefaéBen zu erhalten, 


wurden hier jeweils 6 bis 7 Schnitte von zusammen etwa 12 mg Trocken- 
gewicht verwandt, ohne Blauséure 1 bis 2 Schnitte mit 2 bis 3 mg 
Trockengewicht. Die Versuchsdauer betrug 1 Stunde. Versuche, in 
denen die Atmung schon nach !/, Stunde stark abfiel, sind nicht 


beriicksicht gt. 

Der Junta para Ampliacion de Estudios, Madrid, danke ich fiir 
die Gewahrung eines Stipendiums, Herrn Dr. Herbert Schiiler fiir die 
Anleitung bei den manometrischen Messungen. 


Zusammenfassung. 

Die Atmung aller gepriiften Séugetiergewebe in Serum wird durch 
5.10-3 HCN um iiber 90°, gehemmt, mit Ausnahme vom Zwerchfell- 
muskel. Es ergibt sich keine feste Beziehung der Restatmung zum 
Flavingehalt. Methylenblau und Toluylenblau steigern die Rest- 
atmung bei Leber und Milz aufs Zwei- bis Vierfache, bei der Niere 
aufs Doppelte. 


1 W.O. Fenn u. D. N. Cobb, Amer. J. of Physiol. 102, 393, 1932. 
- 2 J. of biol. Chem. 96, 299, 1932. ° Diese Zeitschr. 164, 481, 1925. 

















Uber die chemische Bestimmung yon Vitamin C. 
Von 
W. A. Dewjatnin und W. M. Doroschenko. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Instituts fiir Kernbohne 
kulturen in Moskau.) 


(Eingegangen am 26, Mai 1935.) 


Bald nach der Bekanntgabe des 7illmansschen Verfahrens zur Be- 
stimmung des Vitamins C mit Hilfe des Zilvaschen Indikators (1), e: 
schienen zahlreiche Nachpriifungen der genannten Methode. 

Die Bestimmung des Vitamins C unter Anwendung verschiedene: 
chemischer Verfahren, sowie der Vergleich der Ergebnisse dieser Bi 
stimmungen mit den Befunden der physiologischen Versuche (2), 
schienen fiir starke Spezifitat des 7il/mansschen Verfahrens zu sprechen 
Kine Reihe von Arbeiten — Harris (3), Bezssonoff (4), Scheinker (5), 
Dewjatnin und Doroschenko (6) u.a. — brachten jedoch den Nachweis, 
daB auBer Ascorbinséure noch viele, in der Pflanzen- und Tierwelt 
weitverbreitete Stoffe 2, 6-Dichlorphenolindophenol in héherem ode 
geringerem Mabe reduzieren. In Betracht zu ziehen sind: 1. Gerbstoffe 
(der Pyrogallol- und Pyrocatechingruppe), 2. Fructose, 3. einige Eisen- 
salze, 4. Glutathion und méglicherweise noch einige andere Verbindungen 

Die Nachpriifung des Tillmansschen Verfahrens an verschiedenen 
Versuchsobjekten fiihrte uns zur Uberzeugung, daB diese Methode 
infolge der erwahnten Umstande keine weitere Verwendung finden kann 

Wir hatten uns daher die Aufgabe gestellt, aus einem zu unter- 
suchenden Extrakt die die Bestimmung hindernden, reduzierenden 
Fremdstoffe zu entfernen, und in einer von uns ver6ffentlichten Arbeit (6 
auf die Méglichkeit der Verwendung von Cinchonin als Mittel zur Fallung 
der reduzierenden Fremdstoffe hingewiesen, welches Verfahren uns 
auch vollauf befriedigende Ergebnisse brachte. 


Um das Cinchonin durch andere Reagenzien zu ersetzen, wurde in 
der angedeuteten Richtung weiter gearbeitet, dabei traten unter anderem 


eine Reihe von Ungenauigkeiten der urspriinglichen Tillmansschen 
Methode zutage. 

Wir verzichten darauf, auf die Einzelheiten unserer Untersuchungen 
einzugehen, und wollen lediglich hervorheben, da wir zwecks E1 
reichung erhéhter Spezifitat der Reaktion zwischen dem das Vitamin ( 
enthaltenden Extrakt und 2, 6-Dichlorphenolindophenol, uns genotigt 
sahen, die Methode Tillmans abzuandern unter alleiniger Belassung de- 
von ihm vorgeschlagenen Indikators. 
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Tillmans erhitzt das Untersuchungsobjekt mit verdiinnter Schwefel- 
iure im Stickstoffstrom zum Sieden. Durch Zusammenwirken der 
kalten und warmen Extraktionsmethode soll dabei ein vollstandiges 
\usziehen des Vitamins C erreicht werden, wobei auf Grund der Titer- 
werte verdiinnter Schwefelséure vor Wasser und anderen untersuchten 
Sauren der Vorzug gegeben wird. 

Wie wir uns jedoch tiberzeugt haben, tritt durch das Kochen 
pflanzlicher Objekte mit verdiinnter Schwefelsaure (und anderen 
Mineralsiuren) Hydrolyse der Disaccharide, teilweise Karamelisierung 
des Zuckers, Hydrolyse der Glykoside, Saponine usw. ein (7) (8). Die 
Produkte dieser Hydrolyse Fructose, Hydrochinon u. a. redu- 
zieren 2, 6-Dichlorphenolindophenol, wobei das Reduktionsvermégen 
im direkten Verhaltnis zur angewandten Stoffmenge und zur Disso- 
ziationskonstante der gewahlten Saure steht. 


Leider gibt Tillmans nicht an, welches Verfahren ihm zum Ver- 


gleich der Extraktionsresultate gedient hat; wenigstens geht aus dem 


Angefiihrten hervor, daB ein Nebeneinanderstellen dieser Befunde zu 
keinen vergleichbaren Resultaten fiihrt. 

Tillmans stumpft seinen Schwefelsiureextrakt mit Alkali ab und 
titriert dann mit dem Indophenol in Gegenwart von essigsaurem 
Natrium; dabei ist das pu nahezu 7,0 bis 6,5. 

Gegen dieses Verfahren haben wir einen sehr erheblichen Einwand 
zumachen. Die Titration mit 2, 6-Dichlorphenolindophenol hat namlich 
in saurem Medium zu geschehen, da Glutathion, verschiedene Eisensalze 
und eine Reihe anderer Stoffe den Farbstoff nur unter dieser Bedingung 
nicht reduzieren (9). 

Der von einigen Forschern erhobene Einwand, da der Indikator im 
sauren Medium rasch zerstért werde, entbehrt der hinlanglichen Begriindung. 
In unseren Versuchen fand eine Zerstérung des Farbstoffs in stark saurem 
Medium (px etwa 1,0) entweder gar nicht statt oder verlief ungewoéhnlich 
langsam. So kamen z. B. auf die Titration von 

l0cem 5°%ige CH,COOH . . . 0,1 cem Farbstofflésung 
10 ,, 80%ige CH;COOH .. . 9,1 
“ay eee 

AuBerdem laBt Tillmans die fiir seine Reagenzien gegebenen 
Korrekturen bei der Titration unberiicksichtigt, was die Untersuchungs- 
ergebnisse recht erheblich zu beeinflussen vermag, besonders wenn man 
es mit an Vitamin C schwach aktiven Objekten zu tun hat. Die Reduk- 
tionszahl von Tillmans zur Messung der antiskorbutischen Aktivitat 
diirfte daher durch die beigemengten Fremdstoffe erheblich nach oben 


! Das wird auch in den Arbeiten von Emmerie und Eckelen hervor- 
gehoben. 
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verfalscht sein. Das macht auch die von verschiedenen Autoren hervo 
gehobenen Differenzen zwischen der Tillmansschen Methode und de1 
biologischen Verfahren (8) verstandlich. 

Die Tillmanssche Methode wurde inzwischen ausgebaut und modi 
fiziert. Harris und Mitarbeiter schlugen Titrieren in saurem Mediun 
vor (11), Emmerie und v. Eckelen empfahlen Fallung eines Trichlo1 
essigsiureextraktes mit essigsaurem Quecksilber (12) usw. Unser 
Untersuchungen sollen jedoch zeigen, daB es méglich ist, der Method 
eine noch gréBere Spezifitat zu verleihen. 

Wir verfuhren im wesentlichen wie folgt: Fiir die warme Extrak 
tion benutzen wir 5°,ige Essigsaure anstatt Schwefelsdure, da di 
Erfahrung uns gelehrt hat, daB zwischen der Ascorbinsaure und der fii 
die Extraktion dienenden Saure keine chemische Reaktion stattfindet 
die Saure ist lediglich zum Paralysieren der Wirkung der Oxydations- 
fermente erforderlich. Das Ausziehen des Vitamins mit Essigsaure geht 
ebenso gut, ja sogar noch etwas besser, wie mit Trichloressigsaure, wobei 
zu beriicksichtigen ist, daB in Trichloressigsaure teilweise Hydrolyse des 
Zuckers erfolgt, ferner, wie Emmerie und Eckelen angeben (12), dis 
Ascorbinsaure darin nicht stabil ist, ein Umstand, der auch von unseren 
Beobachtungen bestatigt wird. 

Den erhaltenen Extrakt neutralisieren wir durch CaCO, bis auf 
px 5.0, um optimale Bedingungen fiir die nun folgende Fallung des 
Extraktes herzustellen. Zur Fallung der Gerbstoffe, EiweiBstofte, 
einiger Pigmente usw. benutzen wir neutrales, essigsaures Blei. 

Bei diesem pH bewirkt Pb-Acetat keine Fallung des Vitamins, was 
auBer unseren Untersuchungen (s. unten) die Arbeiten von Schlemmer (13 
Me Collums (14) u.a. bestatigen. AuBerdem hatte schon PBezssonow (15 
neutrales essigsaures Blei zur fraktionierten Reinigung der von ihm au- 
Pflanzensaften gewonnenen kristallisierten Vitamin-C-Praparate verwandt 

Vor dem Titrieren des gefallten und abfiltrierten Extraktes séuern 
wir auf Grund der oben angefiihrten Erwagungen mit konzentrierte! 
Essigsaure bis auf pu 2.5 (und niedriger) an. 

Tillmans weist daraut hin, daB der Extrakt in den Fallen, wo Blei zur 
Anwendung kommt, nicht in Gegenwart von Phosphatpuffer mit Indikato: 
titriert werden kann; diese Bemerkung Tillmans beruht anscheinend 
darauf, daB sich im angegebenen Falle beim Titrieren ein labiles Komplex- 
salz — phosphorsaures Natrium-, Kalium- und Bleisalz — bildet, das eine 
gewisse Menge des Indikators zu adsorbieren vermag; in unseren Arbeiten 
haben wir das jedoch nicht beobachtet. 


! Die von Emmerie und Eckelen empfohlene Fallung mit essigsaurem 
Quecksilber ergibt keine befriedigenden Resultate. da, abgesehen von det 
auBerordentlichen Kompliziertheit des mit der Entfernung des Quecksilber- 
verkniipften Prozesses, dasselbe keine vollstandige Fallung der Gerbstofte 
bewirkt. 
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VO Um die Spezifitat unserer Methode zu kontrollieren, haben wit 
dey e Untersuchung an verschiedenen Objekten durchgefiihrt und die 

krgebnisse dieser Arbeit zu Vergleichszwecken neben die Befunde det 
odi 7 llmansschen Methode gestellt (s. Tabelle I). 
un Tabelle # Reduktionsvermogen einigelrl Substanzen. 
ilor 
sere lg Stotf reduziert cem 


n 1000 Dichlorphenolindophen 
ode Suostanz 
nach unserem 


nach Tilimane Vertaly a 
et moreno 





die Ascorpineaure* ......4.e6-cce-cee YONO—12 000 90°O— 12 000 
‘ Saecharose vor der Inversion : we ~ 
PT Saccharose invertiert. .......4.2.. 5.9 
det a ee ae re os a we : 10,9 
— RENN 8 3! ao Blow este 8 ove - 
OS ASE cn Oa ae ne ee eee ; -- 
geht Gummi — 
obei Kanadabalsam . 
Kolophonium .. . See ss ee _ — 
a CO a eer ae soe sano ; — 
dit \meisensaure 
eren P Og Ge ee Oe, ee ae ae ee ee - 
hesoreln eh ae 
Phlorogluein ..... 
auf Benzaldehyd Seb aon veo ea 
a Ma a ee a ww 170— 200 
des Byaroepmmom . 8... we a ipa etwa 50.0 25,9 
offe, Pyrogallol oe a “= Pa ee nae etwa 390.0 270.0 
Hefen (Quelle des Glutathions und anderer 
reduzierender Stoffe) ... . Poy des oy 11.0 — 
wa- Kiinstliches Gemisch reduzierender  Stoftfe 
(13 (Tannin, Hefen, Saccharose, Eisensalze usw.) 39,0 ~— 
(15 ae hee ar ree ent ere aki se etwa 300.0 — 
aus * Nach unseren Befunden 1 mg Ascorbinsdure 11.75 een a 
vit - Emmerie und Eckelen 1 mg Ascorbinsdure 12,00, | 5 
* Scheinker und Korostina 1 mg Ascorbinsiure = 11,60 se 
uwern m Tillmans (verschiedene Praparate) 1 mg Ascorbinsdure 8,0—12,0 cem = & 
. +  theoretischer Berechnung 1 mg Ascorbinsaure 11,46 eem , ae 
rte! = 


Wie man sieht, ist die Spezifitat der Methode zufriedenstellend, 


watt ibgesehen von der reduzierenden Wirkung des Hydrochinons und 
atol Pyrogallols, um deren Entfernung wir uns noch bemiihen. 

rend 

lex Technik der Methode. 

vot 1. Ungefahr 10¢ zerkleinerte Substanz werden in einem 200-cem- 


) 


Erlenme yer-Kolben! mit 60 cem 5° iger Essigsiure tibergossen (am Kolben 
wird das Volumen markiert) und auf der elektrischen Platte unter haufigem 
Umschiitteln im CO,-Strom genau 10 Minuten lang, gerechnet vom Auf- 


ren 
; treten des ersten Blaschens, gekocht. 
el 
bers 1 Der Erlenmeyer-Kolben ist mit einem Stopfen versehen, durch den 
toffe zwei rechtwinklig gebogene Roéhren gehen, von denen die eine mit der 


(‘O,- Quelle verbunden ist, wahrend die andere fiir den Gasaustritt offensteht. 








; 
; 
; 
! 
: 
! 
; 
; 
' 
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2. Ohne Unterbrechung des CO,-Stromes kiihlt man in einer Sch 
mit kaltem Wasser, fiillt mit Wasser zum urspriinglichen Volumen auf u 
tiltriert durch eine doppelte Schicht Gaze. 

3. 10cem dieses Extraktes werden unter Schiitteln mit 0.4 g¢ CaCo 
und dann mit 5cem neutralem Pb-Acetat versetzt. Nach gutem Dur 
schiitteln wird durch ein dichtes Filter gegossen; das Filtrat ist klar, 
wellen schwach gefarbt. 

t. Von diesem Filtrat werden 10 ccm in einem Titrierglaschen! 1 
seem 80° iger Essigsiure versetzt und mit 2, 6-Dichlorphenolindophe: 
unter Durchleitung von CO, titriert, bis schwach Rosafarbung auftrit 
Zu Anfang der Titration nimmt die Losung Perlmutterfarbung an.) 

Die Dauer der gesamten Operationen vom Augenblick der Entnahi 
der Eimwage an soll 30 Minuten nicht tiberschreiten. 

Der erhaltene Titrationswert wird auf die Tillmanssche Zahl (ce 
verbrauchter n/ 1000-2, 6-Dichlorphenolindophenollésung pro 10g Substan 
umgerechnet, wobei der Blindwert (Farbstoff ~— Saure allein) abgezog 
wird. Die Genauigkeit dieser Methode ist gro und dirfte die der Tillmans 
schen noch iibertreffen *. 

Unter Verwendung kristallisierter Ascorbinséure wurde nun in den 
folgenden Versuchen das Verfahren gepriift und mit anderen Methoden 
verglichen. 

3 


Tabelle I]. Stabilitat der Ascorbinsaéure? in verschiedenen Sauren. 





In 5 In 59 In 5° 
Ascorbinsiure CH,COOH Hs SO, CC1IZCO0 
(1 mg) 





in cem n/1000 Dichlorphenolindoph« n 


A. Durchleiten von Luft bei Raumtemperatur. 
Urspriingliche Lisung .... . on 10,9 10,9 10,9 
ne nach 24 Std. . maa 10.4 — — 
etbat | Niemen. 8.6 2,1 1.6 
I UNOOMA icy gag eee ne al om Zi% 81% 85% 
B. Sieden. 
Urspringliche Loésung ......... 10,9 10,9 10.9 
Nach 10 Min. Sieden...... : : 95 6,0 6.7 
PM CIVANIEE 5 gg c oar oes ee 13% 45% 39° 
1 Das Titrierglaschen stellt ein dickwandiges, 10 em hohes und 3,5 e1 
im Durchmesser haltendes Reagensylaschen mit flachem Boden und breiter 


Gummistopfen mit drei Offnungen dar. Durch die beiden auBeren Offnungen 


gehen rechtwinklig gebogene Glasréhren, deren eine bis an den Boden c: 
Glaschens reicht und mit der CO,-Quelle verbunden ist, wahrend die ander 
dicht unter dem Stopfen abgeschnitten ist und dem CO,-Austritt dient 
In die mittlere Offnung wird im Augenblick des Titrierens die lang au- 
gezogene Spitze der mit dem Indikator angefiillten Biirette gesenkt. Da- 
beschriebene System ist wahrend des Titrierens unbeweglich, da der CO 
Strom das Durchmischen besorgt. * Die Nachpriifung der erzielt: 
Resultate mittels Mikrotitration ergab Ubereinstimmung mit der |b 
schriebenen Methode. 3 Die Ascorbinséure hatten wir von Prof. A. 
Szent-Gyérgyi erhalten und vom Dezember 1933 an im Vakuum aufbewahrt 
Wir benutzen die Gelegenheit, Herrn Prof. Szent-Gyérqyi hiermit unser: 
besten Dank auszusprechen. 
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Zuerst verfolgten wir den EinfluB verschiedener Sauren auf die 

‘tabilitat der Ascorbinsaéure; die Ergebnisse finden sich in Tabelle LI, 

und B., dargestellt. Aus ihnen ergibt sich, daB das Stabilisiervermégen 

r Essigsdure im Vergleich zur Schwefel- und Trichloressigsaéure tber- 
us hoch ist. 

~~. 

Dann priiften wir die Wirkung der von uns verwandten Reagenzien 

iuf die Ascorbinsdure. Zu diesem Zwecke wurde eine abgewogene 

Menge <Ascorbinséure in eine verschiedene, reduzierende Stoffe ent- 

haltende Lésung (siehe Tabelle IV) gegeben und diese Mischung 

nach unserer Methode behandelt. Dabei konnten wir die ganze ein- 

vesetzte Ascorbinséuremenge durch unsere Bestimmung wiederfinden 


Tabelle ITI). 


Tabelle II]. Titrierung der Aseorbinsaure im Gemisch. 





|. Extrakt aus reduzierenden Stoffen ] mg As- 
corbinsaure .22 ccm Dichlorphenol 
2. Lésung von 1 mg Ascorbinsaure allein. 


3. Extrakt 


Gesamt: 9,22 cem Dichlorphenol 


Die vorstehenden Versuche zeigen, da das von uns in Vorschlag 


gebrachte Verfahren die reduzierende Wirkung der meisten Fremdstoffe 
im Extrakt beseitigt und die Berechnung des Ascorbinsaduregehalts 
von Substanzen ohne Zuhilfenahme besonderer Reagenzien und _ ver- 


wickelter Operationen erméglicht. 








Tabelle IV. Vitamin C-Gehalt verschiedener Stoffe. 
~ sche Zah Sto sche. Zah 
Sauerampfer (hergestellt Rindteisch mittlerer Gite 0 
1934) eingedickt . . . . 206—308] Weintrauben (verschiedene 
Tannennadeln (alte Schob- ONSOAL 2s ws hw a 0 
Le ae 63,0 Sojamilch , 0 
ME ee hile re, eos 53.4 Sojasaat 0 
Dithmarsches Kraut. . ° 26.0 Hafersaat . 
Dithmarsches Kraut nach Maissaat 
ME ce eos Ss 22,7 Altes Heu. Dee tee” eae 
Dithmarsches Kraut nach Altes Heu nach der In- 
Das BN ya BENS Be 14.6 aktivierung Jes 
‘ Sauerkraut. ....... 17.0 Gemisch reduzierender 
A, ae 14.0 Stoffe * 
‘ielti Krimnur Apfel (Sorte Pascha) 2.0 
yt 
A * Das Gemisch wurde hergestellt unter Zugrundelegung der durchschnittlichen 
7 ‘ mischen Zusammensetzung der Ebereschenfriichte 
vahi Gerbstoffe 0.4°',. EiweiBi 1.4%. organische Sdiuren 3,1 Disaccharide 4,0 
ser Cellulose 3,09, Rohasche 0.6%, Monosaececharide 8.8 Wasser 78,7 


Zusammen 100.0 

















124 W. A. Dewjatnin u. W. M. Doroschenko: 


In Tabelle IV geben wir noch den Vitamin C-Gehalt einiger unte1 
suchter Stoffe an. 


Zum SchluB erfiillen wir eine angenehme Pflicht, dem Laboratorium 
vorstand, Herrn W. J. Towarnitzki, fiir seine wertvollen Hinweise und sei 
Unterstiitzung bei unserer Arbeit unseren verbindlichsten Dank zw 
Ausdruck zu bringen. 

Ergebnisse. 


1. Die urspriingliche Til/manssche Methode ist nicht spezifisch, d 


eine betrachtliche Gruppe von Stoffen, die keine antiskorbutische Wirk 
samkeit haben, 2, 6-Dichlorphenolindophenol reduziert. Bestimmung 
des Vitamin C-Gehalts nach Tillmans ergibt viel zu hohe Resultate 
Auch die von verschiedenen Forschern vorgeschlagenen Verbesserunge1 
schlieBen den EinfluB reduzierender Fremdstoffe keineswegs voéllig aus 

2. Die von den verschiedenen Autoren angewandten Verfahre: 
geben keine Sicherheit, daB die antiskorbutische Wirkung der Extrakt: 
voll erhalten bleibt. 

3. Die von uns ausgearbeitete einfache Methode steigert die Exakt 
heit der bisher vorgeschlagenen Verfahren, beseitigt den EinfluB de: 
meisten reduzierenden Fremdstoffe (mit Ausnahme von Hydrochino: 
und Pyrogallol) und erméglicht die genaue Berechnung des Ascorbin- 
sdiuregehalts. 

Beilagen. 
I. Erforderliche Reagenzien. 

1. n/1000 Lésung von 2, 6-Dichlorphenolindophenol. O15 bis 0,2 g 
werden in einem 1000-cem-MeBkolben in einer kleinen Menge Phosphat 
puffer (px 7,0) gelést. Nach der vollstandigen Auflésung des Farbstoft- 
fiillt man zur Marke auf und titriert. Das Reagens ist licht- und temperatu: 
empfindlich. 

2. n/100 Mohkrsches Salz (NH )F (SO,4), .6 H,0. 0,9806 g reines Salz 
wird in einem 250 cem fassenden Me8kolben in einer kleinen Menge n_ 200 
H,SO, gelést. Nach der vollstandigen Aufl6sung wird das Volumen mit 
der Saure bis zum MeBstrich gebracht. 

3. 9% Pb(C H,¢ OO),. 5g neutrales Bleiacetat lost man in 100 cem 
CO,-freiem Wasser, filtriert und bewahrt im Glasgefa8 mit zugeschliffenen 
Stopfen auf. 

4. Fe inge pulve rtes CaCQsy. 


Il. Festste llung des Titers der n/1000 2. 6§-Dichlorphe nolindophe nollésundg. 
5eem einer gesattigten Natriumoxalatlésung + 10 cem der Farbstoft 
loésung werden mit n/100 Mohrschem Salz titriert. Die Titer der n 100) 
Mohrschen Salzlésung und der Oxalatlésung sind gegen n/100 KMnO, 
gestel!t. Die Titration wird unter Durchleiten von CO, vorgenommen. 


Literatur. 


1) Tillmans, Hirsch u. Jakisch, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensmitte 
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Follikelhormon und Bliihtermin der Hyacinthen. 
Von 
Richard Harder und Inge Stérmer. 


(Aus den Botanischen Anstalten der Universitat in Géttingen.) 
(Eingegangen am 27. Juni 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei Untersuchungen iiber die Einwirkung des tierischen Follike! 
hormons auf den Bhihtermin von Hyazinthen und anderen im Wintei 
und ersten Friihling bliihenden Pflanzen kamen wir (Harder und Stormer, 
1934) im Gegensatz zu Schoeller und Goebel (1931) zu negativen Er- 
gebnissen. Wahrend der Drucklegung unserer Mitteilung erschien dann 
eine weitere Arbeit von Schoeller und Goebel (1934), in der sie wiederum 


iiber giinstige Ergebnisse durch die Hormonbehandlung bei Hyacinthen 


berichten!. Auch in Versuchen mit Sommerbliihern konnten wir dic 
von Schoeller und Goebel in Berlin erzielten giinstigen Wirkungen des 
Follikelhormons in Géttingen nicht beobachten (Harder und Stérmer, 
1935); eine Ausnahme machte nur eine Versuchsserie mit Mais, bei 
der eine starke Férderung des vegetativen Wachstums durch das Hormon 
eintrat. Dieser positiv ausgefallene Versuch war auf einer synthetischen 
Nahrlésung angesetzt worden, wahrend zu den tibrigen Versuchen teils 
das sehr harte Géttinger Leitungswasser, teils der natiirliche G6éttinget 
Kalkboden benutzt worden war. Wir folgerten daher (1935), daB unsere 
negativen Resultate méglicherweise durch den Calciumgehalt des 
Géttinger Substrats bedingt sein kénnten und haben, um diesen Punkt 
naher zu priifen, im Winter 1934/35 die nachstehend besprochenen 
Hyacinthenkulturen bei verschiedenem Calciumgehalt angesetzt. AuBer- 
dem muBten bei diesen Versuchen noch die folgenden Gesichtspunkte 
beriicksichtigt werden, die ebenfalls an dem negativen Ausfall unserer 
friiheren Hyacinthenversuche mit beteiligt gewesen sein kénnten 
Nach Schoeller und Goebel (1934) kénnte es notwendig sein, die erste 
Anzucht der Hyacinthen bei einer ganz bestimmten Temperatur zu 
halten und ferner, ihnen das Hormon sehr friihzeitig zu geben (Goebel, 
1933). SchlieBlich ware auch noch denkbar, daB die von uns verwendeten 
Sorten ein geringeres Reaktionsvermégen besdBen, als die von Schoeller 


1 Altere Literatur bei Harder und Stérmer (1935); auBerdem sei noch 
auf folgende, inzwischen erschienene Arbeiten hingewiesen: Kcrassnosselsk i 
Maximow (1933), Thorsrud und Odelin (1934), Calef (1934), Choward (1934), 
Orth (1934), Hitzer (1935), Janot (1935). 
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und Goebel benutzten; wir haben deshalb die Herren Prof. Schoeller 
und Dr. Goebel gebeten, uns von ihrem eigenen Zwiebelmaterial zu iber- 
lassen, worauf sie uns in dankenswerter Weise die Sorte ,,La grandesse‘‘ 
sandten, mit der sie ihre ersten positiven Ergebnisse (1931, Abb. 1 
bis 4) erzielt hatten. 

Unter Wahrung aller dieser Gesichtspunkte wurden ab Oktober 
1934 1000 Zwiebeln in den Versuch genommen, von denen die 500 
besten mit folgenden Hormonpraparaten bzw. Kontrollésungen  be- 
handelt wurden: 

1. Technisches Progynon der Schering-Kahlbaum <A.-G., Berlin. 

2. Reines kristallisiertes x-Follikelhormon (Schmp. 254 bis 255° C) 

Prof. Butenandt, Danzig. 

3. Natriumsalz des reinen «-Kristallisats. 

4. T.S.-Hormon der Schering-Kahlbaum <A.-G., Berlin. 

Als Kontrollen dienten Kulturen auf: 

1. Aqua dest. 

2. Aqua dest. mit Zusatz der gleichen Menge Alkohol wie in 

| Ss 5S 
der Lésung des «-Kristallisats, in genau der gleichen Weise wie diese 
wahrend einer Stunde unter Steigrohr gekocht (Schoeller und Goebel, 
1934). 

3. Aqua dest. mit Alkohol und der gleichen Menge Alkali, 
wie in den Natriumsalzlésungen des Kristallisats enthalten ist; sie 
wurde erreicht durch Zugabe des Alkali (0,74 ccm n/l00 NaOH in 
| Liter) und Neutralisation mit verdiinnter HCl oder durch direkte 
Zugabe der aquivalenten Menge von NaCl (0,433 mg Liter). 

4. Géttinger Leitungswasser. 

5. Aqua dest. mit Calciumzusatz (synthetisches Leitungs- 
wasser). Das Géttinger Leitungswasser hat eine Carbonathdrte von 
18 deutschen Hartegraden, das sind 18g CaO = 32,12 g CaCO, in 
100 Liter Wasser. Die Gesamthdrte des Géttinger Leitungswassers 
betrigt 28 deutsche Grade; es entfallen also auf die ,,Sulfathdrte“ 
10 Hartegrade, d.i. 10g CaO = 24,28 g CaSO, in 100 Liter Wasser. 


Ks wurden sowohl CaCO,-Lésungen wie auch soleche mit CaCO, und 
CaSO, verwendet. Zur Herstellung der CaC O,-Lésung wurden 3,212 g 
CaCO, in 10 Liter Aqua dest. aufgeschwemmt und bis zur Lésung des 
Carbonats unter haufigem Schiitteln Kohlenséure eingeleitet (6 bis 
S Stunden). Fur die CaCO, + CaSO,-Lésung wurden 2,428 g CaSO, 
in 2 Liter aq. dest. warm gelést, auf 10 Liter verdiinnt, 3,212 g CaCO, 


hinzugegeben und wieder bis zur Lésung des Carbonats Kohlensiéure 
eingeleitet. 














R. Harder u. I. Stérmer: 


Zu jeder Serie wurden mindestens je 10 Versuchs- und 10 Kontr 
pflanzen benutzt. Die Kulturen standen zunachst im dunkeln Kelli 
und kamen dann, wenn beim Abtasten der Blitenstand unter cd: 
Blattern fiihlbar wurde!, in ein normal temperiertes Gewachshaus 
wo sie zunachst noch einige Tage unter Hyacinthendiiten vor direktem 
Licht geschiitzt blieben. Das Zusetzen des Hormons (jeweils am Anfang 
der Woche die ganze Wochengabe) und dergleichen fand in der gleich: 
Weise statt, wie wir es friiher (1934) ausfiihrlich dargestellt habe: 


I. Bliihtermin. 
A. Wasserkulturen. 
1. Eintlu8B der Temperatur. 


Von der von Schoeller und Goebel zur Verfiigung gestellten Sorte ..La 
grandesse’* wurden am 8. Oktober 1934 500 Zwiebeln bei 12°C im dunke!: 
Keller auf Hyacinthenglaser mit Leitungswasser gesetzt; ihre Bewurzelung 
war bei den 170 besten Exemplaren erst am 15. November soweit vo 
geschritten, daB bei ihnen mit der Hormonbehandlung begonnen werden 
konnte. Die Halfte der Pflanzen blieb weiterhin in dem 12° warmen Raum 
stehen, die iibrigen kamen in einen anderen Keller mit — 7°C. Die warme 
stehenden Zwiebeln entwickelten sich etwas rascher als die kiihler gehaltenen, 
so daB bei ihnen schon am 11. Januar die ersten Exemplare in das helle 
Gewachshaus gesetzt werden konnten, wahrend die kihlere Serie erst am 
18. Januar so weit war?. 


Ein Vorsprung der mit Hormon behandelten Pflanzen war nirgends 
vorhanden und trat auch spater bei der Bliitenbildung nicht ein, wie aus 
Abb. 1 und 2 und Tabelle I ersichtlich ist. In der Tabelle ist der Mittelwert 
der Anzahl Tage angegeben, innerhalb derer die einzelnen Serien zum 
Offnen ihrer ersten Bliiten kamen. In der bei 7° C gehaltenen Serie entspricht 
das Ergebnis véllig dem, das wir im Vorjahr erhielten: Hormonpflanzen 
und Kontrollen erbliihten zu gleicher Zeit. Die vorhandene Differenz bis zu 
3 Tagen liegt innerhalb der Fehlergrenzen. Aber auch die bei 12° gehaltene 
Serie, die Schoellers und Goebels Annahme zufolge die Hormonwirkung 
deutlicher hatte zeigen miissen, lieB keinerlei Forderung im Aufbliihtermin 
durch die Hormonpraparate erkennen. 


! Wir haben absichtlich diese von Schoeller und Goebel (1934) empfohlene 
Methode benutzt, um bis in alle Einzelheiten nach deren Beispiel zu arbeiten. 
Einen Vorteil haben wir darin jedoch gegeniiber unserer friiheren Gepflogen- 
heit, als Ma®Bstab fiir das Heraussetzen aus dem Keller die auBere Linge 
der aus der Zwiebel hervorgetretenen oberirdischen Teile zu verwenden, 
nicht gefunden. — * Die Entwicklung der Zwiebeln erfolgte ziemlich 
ungleichmaBig, die letzten Exemplare waren in der warmeren Serie erst 
10 Tage spiter, in der kalteren sogar erst nach 13 Tagen so weit, daS sie 
ans Licht kommen konnten. In der Zwischenzeit wurden taglich die 
jeweils in das richtige Stadium gekommenen Pflanzen aus dem Kelle: 
herausgenommen. 
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oPorers 
Weotryyiee 
Wovrre 


\bb. 1. Hyaecinthe .La grandesse*. Wochentliche Hormongabe 200 ME. Natriumsalz des 

reinen @a-Follikelhormonkristallisats. Anzuchttemperatur 12°C. Phot. 24. Januar 1935. Aus jeder 

serie die 5 besten und die 5 sehlechtesten Pflanzen. Oben Versuch, Mitte Kontrolle mit 
Zusatz von NaOH + HCl, unten Kontrolle Aqua dest 


Progynon 
200NE/W 
Ag. dest 


Abb, 2a. 


Abb. 2a u. 2b. Hyacinthe .La grandesse*. Wiochentliche Hormongabe 200 ME. technisches 


Progynon. Anzuchttemperatur 7° C. Phot. 8. Februar 1935. Samtliche Versuchspflanzen 


Oben Versuch, unten Aqua dest. 
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4. Harder u. [. Stérmer 


F . 
Kontrolle 
Ag. dest. 


Tabelle I. Hyacinthe La grandesse” 
Am 8. X. 1934 auf Hyacinthenglaser mit Leitungswasser gesetzt; an 
15. November in zwei Gruppen (12 und 7°) getrennt; Hormongaben von 
15. November 1934 bis 31. Januar 1935 (77 Tage). 





Tage bis zum Aufbliihen 


(Mittelwerte 


a-Kristallisat 200ME W.in Aqua dest. 
Aqua dest. + Spuren Alkohol . 
Na-Salz des a-Kristallisats, 209ME 

in Aqua dest. . 25, 2, 117, 
Aqua dest.+ Spuren Alkoh 14 NaOH 

+HCI . 56 ; ' 123,7 + 2; 116.7 
Aqua dest. + Spuren ‘Alkohol 4 + NaCl 124,4 + 2, EY: 
Technisches Progynon 200 ME. W in 

Aqua dest. . . . retye : 124.0 + 2.5 115,7 
Desgl. in Leitungswasser . ae 125.6 + 2,6 117.6 
Leitungswasser. . .... : 126,3 + 2,7 118.0 


2. EinfluB des Entwicklungszustandes der Zwiebeln. 


Die folgenden Versuche wurden mit der schon friiher von uns benutzter 
Sorte ,,King of the blues** bei einer Kellertemperatur von 7° C durchgetiihrt 
Die Zwiebeln lagerten bis zum Versuchsbeginn in einem ungeheizten, 


trockenen Zimmer bei etwa 8° C. 
a) Versuchsbeginn Oktober. Am 6. Oktober 1934 wurden 100 Zwiebel: 


auf Hyacinthenglaser mit Leitungswasser gesetzt. Am 13. Oktober ware! 
30 davon so weit bewurzelt, daB mit der Hormongabe begonnen werdet 
konnte. 15 von ihnen erhielten 200 ME. W. technisches Progynon in Aqu 
dest., die iibrigen 15 wurden als Kontrollen auf reines Aqua dest. gesetzt 


Die sich etwas langsamer entwickelnden restlichen 70 Stiick blieben | 
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m 5. November auf Leitungswasser und wurden dann in Gruppen auf- 


tellt, die 100, 200 und 300 ME. W. technisches Progynon in Aq a dest. 
w. 200 ME. W. in Leitungswasser erhielten; zwei Gruppen auf reinem 
jua dest. bzw. Leitungswasser dienten als Kontrollen. 

bh) Versuchsbeginn November. Am 17. November wurde von den 

zwischen trocken gelagerten Zwiebeln eine neue Serie aut Glaser mit 
Leitungswasser gesetzt. Von den bis zum 26. November bewurzelten 
iden 10 Sttick auf technisches Progynon (200 ME. W.) in Aqua dest. und 
) zur Kontrolle auf reines Aq a dest. gesetzt. Von dem sich allmahlich 
ewurzelnden Rest erhielten am 12. Dezember je 10 Stiick 200 ME. W. 
chnisches Progynon in Aqua dest. bzw. Leitungswasser und 20 weitere 
enten als Kontrollen auf Aqua dest. bzw. Leitungswasser. 

ce) Versuchsbeqginn Januar. SchlieBlich wurde noch eine letzte Serie 

on bis dahin trocken gehaltenen Zwiebeln am 3. Januar 1935 auf Clase 
iit Leitungswasser gesetzt und am 5. Februar aut 200 ME. W. technisches 
Progynon in Aqua dest. bzw. auf reines Aqua dest. als Kontrolle iiber 
tragen. 

Die Ergebnisse der sechs Versuchsserien sind in Tabelle IL zusammen 
vestellt. Sehen wir zundachst von dem Substrat ab, so k6Onnen wir feststellen, 
daB die Entwicklung in um so kiirzerer Zeit verlauft, je spater die Zwiebeln 
uf die Glaser gesetzt wurden. Wahrend bei der Oktoberserie 142. bis 


Tabelle II. Hyacinthe ,,.Kking of the blues” 





Versuchs- 


beginn 


6. \. 1934 3. Teehn. Progvnon 200 ME 
in Ayua dest. 
Aqua dest (Kontrolle 


Techn. Progynon 100 ME. 
in Aqua dest. . ae ee 
Teehn. Progynon 200 ME. W. 
in Aqua dest. . , 
Techn. Progynon 300 ME./W. 
in Aqua dest. . . — 
Techn. Progynon 200 ME. W. 
n Leitungswasser 
Aqua dest. (Kontrolle) 
Leitungswasser (Kontrolle) 


lechn. Progynon 200 ME./W. 
in Aqua dest. ‘— 
Aqua dest. (Kontrolle) 


Fechn. Progynon 200 ME. W 
in Aqua dest. ee Saar 

lechn. Progynon 200 ME. W 
in Leitungswasser 

(qua dest. (Kontrolle) 

Leitungswasser (Kontrolle). 


11.1935 Teehn. Progynon 200 ME. W. 
bis in Aqua dest. . 
12. IL. 1935 Aqua dest. (Kontr Ile 








R. Harder u. 1. Stormer: 


148 Tage bis zur Bliitenbildung verstrichen, sind in der Januarserie dat 
nur noch 68 bis 69 Tage nétig. Hinsichtlich der Hormonwirkung sehen w 
dal} auch hier wieder kein positives Ergebnis vorliegt. In den meisten Fall: 
bliihten die mit Hormon behandelten Pflanzen spater als die zugehorig: 
Kontrollen (so Nr. 3, 4, 5 und 7; 6 und 8; 9 und 10); in einem Fall war d 
Entwicklungszeit gleich (Nr. | und 2) und bei zwei Gruppen hatten d 
Hormonpflanzen einen kleinen Vorsprung (Nr. ll und 13; 12 und 14 
Irgendeine Beziehung zu dem Zeitpunkt des Versuchsbeginns ist nic} 
vorhanden; auBerdem legen die gesamten Zeitunterschiede tiberhau; 
innerhalb der Fehlergrenze. 


3. Einflu®B des Ca-Gehalts des Substrats. 


Die Versuche wurden mit der Sorte ..King of the blues* bei 
war 


Kellertemperatur von 7 durchgefiihrt. 


erie 


Am 20. Oktober 1934 wurden 300 Zwiebeln auf Hyacinthenglase 
mit Leitungswasser gesetzt, von denen am 20. November die SO bestent 
wickelten in den eigentlichen Versuch genommen wurden. Je zehn Pflanzen 
kamen auf die in Tabelle III verzeichneten Lésungen. Wie man aus der 
Tabelle sieht, legen alle Differenzen in der Entwicklungszeit innerhal! 
der Fehlergrenzen; in den Ca-freien Kulturen war die Hormonwirkung 
nicht anders als in den Ca-haltigen, eine Férderung war nirgends vorhanden. 

Die gleiche Folgerung laBt sich auch aus einem Teil der in den Tabellen | 
und Il enthaltenen Versuchen entnehmen. Dort stehen wiederholt Versuch: 
auf Leitungswasser und Aqua dest. einander gegeniiber; in keinem 
Fall war die Hormonwirkung in destilliertem Wasser giinstiger als in 
Leitunzswasser. 


Tabelle II]. Hyacinthe ,,.King of the blues”™ 
Am 20. Oktober 1934 auf Hyacinthenglaser mit Leitungswasser gesetzt; 
Hormongabe (200 ME. W. technisches Progynon) vom 20. November 1934 


bis 15. Marz 1935 (112 Tage). 





Tage bis zun 
Substrat Aufbliihen 
(Mittelwerte) 


Hormon in Aqua dest. . . . : Sine 141 
Aqua dest. (Kontrolle) . . . eee ie San 141 
Hormon in Leitungswasser. ' ae ene ow 141 
Leitungswasser (Kontrolle) . . cane a ey 14) 
Hormon in Aqua dest. + CaCO, . . é 145 
Aqua dest. + CaC Og (Kontrolle) . . . er Meee 145 
Hormon in Aqua dest. + CaCO, + CaSO, . ; 144 
Aqua dest. + CaCO, + CaSO, (Kontrolle) ewe 145 


B. Sandkulturen. 


Zu den bisher geschilderten Versuchen war stets zundchst eine sehr viel 


groBere Zahl von Zwiebeln auf Glaser gesetzt worden, als spater in den 


eigentlichen Versuch genommen wurde. Das war notig, weil das Materia! 
sehr unregelmaBig austrieb (viel schlechter als bei unseren Versuchen von 





Follikelhormon und Blithtermin der Hvacinthen. 


33.34'). Die dabei iibriggeblebenen Zwiebeln wurden einzeln in Topte 
t gereinigtem FluBsand gepflanzt und blieben bei maBigem GieBen mit 
itungswasser zundachst sich selbst im Keller (7° C) tiberlassen. Ein Teil 
nihnen wurdeam 5. Januar 1935 dann schheBlich doch noch einer Hormon 
handlung unterworten. Und zwar erhielten die Topte je 200 ME. W. 
hnisches Progynon, 200 ME. W. T.S.-Hormon, L000 ME. W.'T.S.-Hormon, 
es gelOst in destilliertem Wasser: eine Serie mit Aqua dest. als GieB 
isser diente zur Kontrolle. Der Versuch ergab, da auch im festen Sub 
rat keine Férderung im Blihtermin durch das Hormon herbeigefihirt 
rd; es bliihten namlich die Pflanzen (King of the blues) aut 


technisches Progynon 200 ME. W. . . nach 62 3.0) Tagen, 
T.S.-Hormon 200 ME. W. — a ae - lye $9) 
T.S.-Hormon 1000 ME. W. : Siron ¥ he 2,9) 


Aqua dest. ea hee acs ae Be - aed a ) 2.9) 


Il. Vegetatives Wachstum. 


Bis zum Heraussetzen der Pflanzen aus dem dunkeln Weller waren 
keimerlei Unterschiede im Wachstum zwischen den Hormonptlanzen und 
den Kontrollen vorhanden. Spiéter stellte sich dann in manchen Fallen 
eine gewisse Férderung sowohl in der Hohe des Bliitenstandes wie auch 
n der Lange der Blatter ein. Thre Maximalwerte waren 

1. fur die Hohe des Bliitenstandes Férderung bis zu 18,8 °,, (La gran- 
desse, technisches Progynon 200 ME. W. in Aqua dest.); 

2. fir die Blattlange Forderung bis zu 29,2°, (King of the blues, 
Novemberserie mit Hormongabe ab 12. Dezember). 

Meistens war die Beeinflussung aber geringer als 10°... in manchen 
Fallen waren sogar die Kontrollen besser entwickelt als die Hormonpflanzen. 
Im groBen Ganzen lag aber eine kleine Férderung des vegetativen Wachs 
tums vor: ein EimfluB des Ca-Gehalts der Lésung le® sich dabet nicht 
feststellen. 

Da nach Schoeller und Goebel (1934) das Follikelhormon die Entwicklung 
von mehr als einem Bliitenspro®B befOrdern soll, wurden die Zwiebeln nach 
dem Abbliihen des ersten Bliitensprosses noch weiter beobachtet, um das 
Erscheinen weiterer Blitenstande abzuwarten. Im Ganzen bildeten sich in 
inseren Versuchen an 241 hormonbehandelten Zwiebeln 341 Bliitenstande, 
an den 194 Kontrollen 287 Bliitenstande, je Pflanze wurden also im Mittel 
1.42 bzw. 1.48 Bliitenstande entwickelt. Durch die an Zahl geringen Beob 
achtungen Schoellers und Goebels ist also der Bewets fiir eine Vermehrung 
der Bliitenstande durch Follikelhormon nicht erbracht. 


r » 
Zusammenfassung. 


1. Blattlange und Bliitenstandshohe der Hyacinthe .,.King of the 


blues’ wurden durch Gaben von technischem Progynon etwas ge 


fordert. Die Anzahl der aus den Zwiebeln hervorgehenden Blitenstande 
wurde durch das Hormon nicht vergr6Bert. 


' Der Grund dafiir mag in den Witterungsverhaltnissen des Sommers 


1934 hegen, dessen grobe Trockenheit und Hitze vielleicht das ..Ausreiten”™ 
der Zwiebeln beeintrachtigt hat. 








R. Harder u. [. St6rmer: 
2. Zur genaueren Analyse der Einwirkung des Follikelhormo 
auf den Blihtermin der Hyacinthen wurden folgende Versuchsgrupy. 
durehgefiihrt : 

a) Um den. EinfluB des Entwicklungszustandes der Zwiebe!| 
der nach Goebel wegen der eventuellen Mobilisation des Eigenhormo 
der Zwiebeln wichtig fiir ihr Ansprechen auf die Hormongaben_ s« 
soll, zu priifen, wurde der Zeitpunkt der ersten Hormongabe innerha 
der Zeit vom 13. Oktober 1934 bis 5. Februar 1935 variiert: eine A) 
derung im Verhalten der Pflanzen trat dabei nicht ein. 

b) Zur Festlegung des Einflusses der Anzuchttemperatur, 
Schoeller und Goebel Bedeutung beimessen, wurden die Versuche auls: 
bei der friher von uns benutzten Temperatur von 7°C auch bi 
der von Scehoeller und Goebel verwendeten Temperatur von — 12° dure} 
gefiihrt, womit jedoch keinerlei giinstige Wirkung erzielt wurde. 

¢) Die von uns selbst ausgesprochene Vermutung. daB der Kalk 
gehalt des Géttinger Wassers den negativen Ausfall unserer frithere: 
Versuche bedingt haben kénnte, wurde durch Aufzucht der Zwiebeln 
in natirlichem und synthetischem Leitungswasser sowie auf Aqua 
dest. geprift: die Versuche verliefen aber in den Ca-freien Kulturen 
ebenso negativ wie in den kalkhaltigen. 

d) AuBer Wasserkulturen wurden auch einige Sandkulturen an 
gesetzt: ihr Ergebnis entsprach vollig dem der Wasserkulturen. 

e) Zur Priifung der Sortenfrage haben wir aubBer mit unserer alten 
Sorte ..King of the blues** auch mit ..La grandesse*’ gearbeitet, an det 
Schoeller und Goebel positiven Erfolg erhielten: die Versuche mit. ,,La 
grandesse”’ verliefen gleich erfolglos wie die mit ,,King of the blues 

3. Die von Schoeller und Goebel wie auch von uns selbst zur Ek) 
klarung des negativen Ausfalls unserer frijheren Versuche  heran 
¥vezogenen Gesichtspunkte haben sich also samtlich als nicht stich 
haltig erwiesen. Wir wollen nicht behaupten, daB nicht unter gan: 
besonderen, vorlaufig noch unbekannten Bedingungen cinmal ein 
kleine Férderung des Blihtermins im AnschluB an eine voraufgegangen: 
Férderung des vegetativen Wachstums eintreten kénnte, die bishe 


angestellten Versuche haben aber keinerlei: Anhaltspunkte dafiir e1 


geben, daB einem solchen Fall eine besondere theoretische oder prak 


tische Bedeutung zukame. 


Fir die Forderung unserer Untersuchungen sprechen wir auch an dies: 
Stelle Herrn Prof. Dr. W. Schoeller, Berlin, Herrn Prot. Dr. A. Butenan: 
Danzig, sowie der Notgemeinschatt der Deutschen Wissenschaft unser: 
verbindlichsten Dank aus. 


Nachtrag. 
Das im Mai eingereichte Manuskript dieser Arbeit haben wir seinerz: 


wieder zuriickgezogen, um dem von der Redaktion ausdriicklich geauBert« 
Wunsch entsprechen zu kOnnen, zu der damals noch im Druck befindliche 
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Follikelhormon und Blihtermin der Hyacinthen. 


wischen aber in dieser Zeitschrift 278, 298, 1935 erschienenen Arbeit von 
voeller und Goebel, ..Die Eimwirkung Ostrogener Substanzen auf = cie 
anzen. IV" Stellung zu nehmen. Schoeller und Goebel berichten darin 
er gunstige Erfolge durch die Hormonbehandlung bet Primeln, Nelken, 
ichsien und Chrysanthemen und schreiben auf S. 298: ..Wir halten es 
shalb zundachst nicht fiir erforderlich, auf die Publikationen von flarder 
d Stérmer, sowie von Euler und Zondek naher einzugehen, welche die 
xistenz des von uns beobachteten Phanomens in Abrede stellen und sich 
rar um den Beweis bemiihen, daB es gar nicht existieren kann. 


Dazu bemerken wir, dali wir in unseren triiheren Ver6tfentlichungen 
lerdings tiber sehr zahlreiche negative Ergebnisse berichtet haben, aber 
iach einen Fall einer ..einwandtreien, sehr giinstigen Wirkung des technischen 
Progynons” (1935, S. 408) in Wasserkulturen des Mais gebiithvend hervor 


vehoben haben. In theoretischer Hinsicht stehen wir allerdings auf anderem 


Standpunkt als Schoeller und Coe bel, wie aus unseren Austithrungen S. 405 


1935) hervorgeht. Wir schreiben dort im AnschluB an die Besprechung 
negativer Versuche: .,Damit soll nun allerdings in keiner Weise die \Jéglich 
keit angezweitelt werden, daf sich auch tm Aufbliihtermin der Bliiten. in 
hrer Anzahl und im Fruchtertrag giinstige Wirkungen durch die Hormon 
behandlung als Sehunddrerschemungen geltend machen konnen. Besonders 
bei Hyacinthenzwiebeln und ahnilichen Objekten wird sich jede Forderung 
des vegetativen Wachstums wohl immer auch als Beschleunigung des Aut 
bliihtermins geltend machen miissen, weil dadurch das Sich-Herausstrecken 
des vorgebildeten Bliitenstandes aus der Zwiebel giimstig beeinfluBt wird. 
Wenn daher Schoeller und Goebel bei derartigen Objekten wie auch bei 
anderen Pflanzen, und zwar nicht nur im Autbliihtermin, sondern auch 
im sonstigen Bereich der Bliite und Frucht, Fo6rderungen sowohl durch 
technisches Rohhormon wie auch durch reines Hormon erhalten haben. 
so sehen wir darin keine direkte und spezitische Wirkung des Hormons 
auf diese Organe, sondern nur eine Folge der voraufgegangenen Einwirkung 
des Hormons auf das vegetative Wachstum™. Unabhangig von uns ist 
ein Schiller Aurt Noacks, H.Orth, zu dem gleichen Ergebnis gekommen, 
daB namlich das Follikelhormon durch Férderung des vegetativen Wachs 
tums die Bliitenbildung giinstig beeinflusse. Auch A. fletzer (1935) hat in 
zwischen fiir Stellaria media ahnliches gefunden: ..Jm Punkte der Bliih 
verhaltnisse also erwies sich das Progynon als unwirksam. Hingegen wat 
zu beobachten, daB Progynon (vielleicht auf Grund seines Gehalts an Auxin) 
von EimfluB aut die vegetative Entwicklung war. Bei den Progynon- 
pilanzen war eine deutliche Forderung des Wachstums zu erkennen und die 
Pflanzen machten einen tppigeren Eindruck™ (fZitzer, S. 332). 


Wie wir in der Einleitung zu dieser Mitteilung dargelegt haben, war det 
Zweck unserer Untersuchungen, zu ermitteln, woraut die haufigen nezativen 
tesultate unserer bisherigen Versuche zuriickzuttihren seien. Das Aus 
bleiben des Erfolges zeigt aber, da die Verhaltnisse wesentlich verwickelter 
sind als es nach den Angaben von Schoeller und Goebel zu sein scheint. Aus 
ihrem Satze (1935, S. 298) ..Die Anordnung der vorliegenden Versuche ist 
nun so iiberaus einfach ..., das ihre Wiederholung auch dem weniger 
Geiibten keine Schwierigkeiten bereiten wird’, kann man nur den Sehlul 
ziehen, daB sie als einzige Ursache des negativen Ausfalls der Hormon 
versuche von z. B. Virtanen, v. Hausen und Saastamomen (1933), Kuler 
und Zondek (1934), Hitzer (1935) und uns selbst Mangel an Ubung ansehen. 
So einfach liegen die Verhaltnisse natiirlich keinestalls! Wir beschaftigen 
uns seit Winter 1932/33 mit derartigen Versuchen, wobei wir nicht etwa 
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von einer Wiederholung der bis dahin bekannten Ergebnisse Sehoell/: 
und Goebels ausgingen, sondern ,,Auft diesen Befunden autbauend, hal 
wir Versuche angestellt, um dem Problem der Bliitenbildung allgem: 
naiher zu kommen. Mancherlet Unklarheiten in den Ergebnissen notigt 
uns aber bald dazu, die Angaben Schoellers und Goebels zaunachst nach 


priifen”. Da uns ein positives Ergebnis fiir unsere Ausgangsgesichtspunl 


viel wertvoller war als der negative Ausfall, so haben wir uns immer erne 
wieder bemuht, doch noch zum Erfolg zu kommen. Wir haben nicht 1 
Tausende von Individuen in den Versuch gezogen, sondern haben sowe 
die Dosierungen des Hormons wie auch die Art seiner Zufithrung in 
Pflanzen in weitestem Umfange variiert. Leitend fiir unsere Versuc! 
anordnungen waren nachdem die eintache Wiederholung der Sehoel/: 
und Gocbelschen Versuche versagt hatte die Ertahrungen der modern: 
Pflanzenphysiologie itiber Produktion, Aufnahme und Leitung von Hi 
monen im Pflanzenkorper, Gesichtspunkte, die bei Schoeller und Goeh 
iiberhaupt nicht auftauchen. Wenn bei einem so intensiven und unte: 


Beriicksichtigung aller nur erdenklichen Gesichtspunkte durehgefiihrten 
Bemiihen um Erfolg aber die weit iiberwiegende Zahl unserer Versuch 


negativ austiel, so ist damit eimdeutig erwiesen, dal} noch unbekannte Fak 


toren von groBber Tragweite im Spiele sind. Ehe diese nicht erfabt sind, 


kann man aber auch aus positiv ausgefallenen Versuchen keine weite: 
vehenden theoretischen wie praktischen Folgerungen ziehen. Zudem wiird: 
der Pflanzenphysiologe selbst bei 100 °,igem Erfolg immer noch sehr vor 
sichtig mit theoretischen Schliissen sein, wegen der ausgedehnten Literati 


liber die Stimulationswirkungen der verschiedensten Stoffe auf die Pflanze; 


auBer Hormonen, wie Thyroxin, Insulin, Adrenalin, Mascrin, Prolan (vy! 
z. B. Hykes, 1933, Krassnosse Isky-Masvimor, 1933), sind auch nicht aus dem 
Organismus stammende Verbindungen als entwicklungst6rdernd bekannt 
so wird, um nur einige Beispiele zu nennen, das Trockengewicht von Ce 


treidepflanzen nach Radoeff (1933) durch K MnO, in Konzentrationen von 


62 bis 500 mg Liter um mehr als 70°, gesteigert, und aromatische Benzol 
verbindungen rufen nach Lobanow (1932) bei Getreidesorten Ertrags 


zunahmen von 200 bis 300°) hervor. 
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Kann Himatoprosthetin als Mischprodukt von Oxyhimin 
und Oxyhiminanhydrid aufgefabt werden? 


Von 
Alfred Herzog. 
Aus dem Physiol.-chem. Institut der kénigl.-ungar. Universitat Budapest. 


(Eingegangen am 3. Juli 1935.) 


Bekanntlich zeigen die verschiedenen Modifikationen des Blut- 
porphyrins gegentiber den Teichmannschen Kristallen ein Kohlenstoff- 
defizit bis etwa 1,2°%, so daB die empirische Zusammensetzung der 
Porphyrine im Mittel besser auf 33 bzw. 31 C-Atome lauten wiirden, 
als auf 34 bzw. 32*. Von der Annahme ausgehend, daB zur Zeit kein 
Grund vorliegt, an der Richtigkeit dieser Analysenergebnisse zu zweifeln, 
hatte ich eine eisenhaltige, haminartige Substanz gesucht, deren Analysen 
ebenfalls auf das Vorhandensein von 33 C-Atomen hinweisen wirde, eine 
solehe gefunden und sie Haématoprosthetin genannt. Die Elementar- 
analysen wiirden der Formel Cy3H3,;N,0, Fe entsprechen. Da sich ana- 
lysenmaBig zwischen Hamatoprosthetin und den Modifikationen des 
Blutporphyrins ein zwangloserer Zusammenhang ergibt als zwischen den 
\nalysen des Teichmannschen Hamins und den Porphyrinen, das 
Hamatoprosthetin sich mit nativem Globin zu Hamoglobin koppeln 
lieB und auf Grund noch anderer Untersuchungen hatte ich angenommen, 
da8 das Himotoprosthetin die prosthetische Gruppe des Blutfarbstoffs 
darstellt!. Haurowitz* hatte dann die Auffassung vertreten, daB man 
den geringeren prozentualen C-Wert des Hamatoprosthetins durch 
Wassereinlagerung erklaren kénne und Hamatoprosthetin ein Misch- 
produkt von Oxyhémin und Oxyhaéminanhydrid sei, Substanzen, die von 
Hamsik dargestellt worden waren. Demgegeniiber zeigen aber auch in 
der Literatur, beschriebene eisenhaltige Substanzen ,bei denen ein fiinftes 


* Zu meiner friiheren Zusammenstellung der Porphyrinanalysen sei 
erginzend bemerkt, daB diese nicht Anspruch auf Vollstandigkeit erheben 
kann, dai’ vielmehr noch eine groBe Zahl anderer Analysen vorliegt, so 
unter anderen auch Atiomesoporphyrinanalysen und Protoporphyrin 
analysen von A. Fischer und Mitarbeitern (H. Fischer u. R. Miller, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 142, 120, 1925; H. Fischer u. B. Pitzer, ebenda 154, 
39, 1926), Mesoporphyrinanalysen von Zaleski usw. (J. Zaleski, ebenda 37, 
59, 1902/03), die ebenfalls in geringerem oder starkerem Grade ein Kohlen- 
stoffdefizit zeigen, wahrend nur wenige Analysen die nach der derzeitigen 
Auffassung verlangten Werte ergeben. ! 4A. Herzog, diese Zeitschr. 264, 
112, 1933; 264, 431, 1933; 267, 48, 1933. 2 F. Haurowitz, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 228, 74, 1934. 
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Sauerstoffatom angenommen wird, ein Kohlenstoffdefizit. So habe ich | 
den Hamatinanalysen Aiisters! und auch den Analysen von auskrista! 
siertem Oxvhamin Hamsiks? die Aquivalentverhaltnisse C : Fe berechi 
und diese in Tabelle I neben den prozentualen C- und Fe-Werten a 


Tabelle I. 





Hamatinpraparate Avusters Oxyhamiupriparate Hamsik s 
C Fr C: Fe 0'9 C Fe C: Fe 


64,07 8,74 34,2 64,82 8.86 34,2 
63,95 8,77 34,0 64,59 9,16 32,9 
64,58 8,7 34.6 64,83 917 
64,32 9.4 52.1 64,30 8,89 33, 
63,64 8.9 33,4 64,48 9,10 33.4 
63,35 9,04 32.6 64.63 9,09 3: 
63,65 8.9 338.3 64,77 9,15 
64,98 8.95 33.8 64,65 9,02 
64,09 8,99 33,2 64,57 8,76 
64,17 9.06 33,4 64,42 8,83 
64,06 8,91 33.6 64,44 9,13 
63,42 8,76 33,6 64,27 9 20 

Mittelwert: 33,4 64,32 8,83 

Mittelwert: 


gefiihrt. Das Aquivalentverhaltnis C: Fe schwankt bei beiden Sub 


stanzen zwischen Cy, und Cy, und betragt im Mittel 33,4. Es ist also 


bei diesen Substanzen neben Sauerstoffeintritt auch ein Kohlenstoft 
defizit gegenitiber C3, vorhanden, so daB sich bei diesen Praparate 
der prozentuale C-Wert durch Wassereinlagerung allein nicht erklare: 
laBt. Nun habe ich schon in einer friiheren Mitteilung die Auffassung 
vertreten, daB man Hamatoprosthetin nicht einem Mischprodukt vo: 
Oxvhémin und Oxyhéminanhydrid gleichsetzen kénne, und zwar aut 
Grund von Untersuchungen, die damals noch nicht veréffentlicht werde: 


konnten®. Ich stellte schon vor mehreren Jahren eine gréBere Zal! 


von Praparaten her, die ich tiir Oxyhamin bzw. Oxyhaéminanhydrid 
halte, um diese Produkte mit Hamatoprosthetin vergleichen zu kénnen 
Die Praparate waren, wenn auch ebenfalls in Anlehnung an das Mérne7 
sche Prinzip, so doch abweichend von Hamstk dargestellt worden und 
konnten auch primar kristallisiert erhalten werden. Ihre Darstellung 
Kigenschaften und Analysenergebnisse sind im experimentellen Te: 
eingehend beschrieben. Sie unterscheiden sich von den Hamatoprosthetin 
praparaten nicht nur in bezug auf Kristallisation und Léslichkeit 


sondern auch im Analysenergebnis. Wenn auch der prozentuale C-Gehal' 


' W. Kiister, Zeitschr. f. physiol. Chem. 40, 415, 1903/04. 2 4.Hamsi! 
ebenda 148, 99, 1925. ’ 4A. Herzog, diese Zeitschr. 267, 48, 1933; 272 
13, 1934. 
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Hamatoprosthetin. 


| einem Mischprodukt von Oxyhamin und Oxyvhaminanhydrid einer- 


its und Hamatoprosthetin andererseits gleich sein kann, so sind doch 


lie prozentualen Fe-Werte bei den Hamatoprosthetinpraéparaten im 
Durchschnitt héher. Dieser héhere prozentuale Fe-Gehalt kommt bei 
widen Produkten im Aquivalentverhaltnis C: Fe besonders auffallend 
um Ausdruck (Tabelle 11). Auf Grund dieser Zusammenstellung 


Tabelle II. 





Haimatoprosthetin Oxyhamin 
i oprosthetin- 
sas ade bzw. Oxyhdminanhydrid- 


raparat 1 nte Priparat 
I Aquivalente \quivalente 


Nr 


14 
15 
16 
1S 
21 
22 
32 
35 
42 
43 
48 
65 
66* 
79* 


e 


34.0 
34,4 
34,2 
36.8 
35,2 
34.4 
34,1 
35.6 
20 34,4 
33 35.4 
34 35.5 
Schwankungsbreite: 39 34,1 
31,7—34.3 40 35,0 
Mittelwert: 33.0 Schwankungsbreite : 
33,5—36,.8 


Mittelwert: 34,8 


bo 


—- Wwe 


=i >) | 


Wwe -100W = 


> = bo ¢ 
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* Die Analysen dieser Praparate sind nicht verdffentlicht. Sie betreffen Hamatoprosthetin, 
las aus Teichmannschem Hamin dargestellt worden war 


kann es nicht als erlaubt angesehen werden, fiir alle diese Produkte 
eine Formel mit C3, anzunehmen. Da aber aus einer Reihe dieser Oxy- 
hamin- bzw. Oxyhaminanhydridpraparaten Hamatoprosthetin dar- 
gestellt wurde, muB ich annehmen, daB Kohlenstoff aus Oxyhamin- 
bzw. Oxyhaminanhydridpraparaten unter milden Bedingungen ab- 
spaltbar ist, diese Substanzen daher in bezug auf Kohlenstoff labil 
sind. Diese Auffassung wird auch durch die C-Differenz meiner friiher 
beschriebenen veresterten Praparate gestitzt!. Andererseits ist auf 
Grund der Analysen beim Hamatoprosthetin die Annahme des Eintritts 
eines fiinften Sauerstoffatoms bzw. von Wasser nicht berechtigt. Die 
auf Eisen berechneten Sauerstoffaquivalente lauten, wie aus Tabelle LI 


1 A. Herzog, diese Zeitschr. 267, 48, 1933; 272, 13, 1934. 
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hervorgeht, beim Hamatoprosthetin sehr gut auf vier, nicht aber | 
Mischprodukten von Oxyhémin und Oxyhaiminanhydrid. Die j) 
zentualen C-Werte des Hamatoprosthetins kénnen also auch aus dies: 
Grunde nicht durch Wassereinlagerung erklart werden, womit nic), 
gesagt sein soll, daB nicht beide Vorgénge Wassereinlagerung wid 


C-Abspaltung gleichzeitig nebeneinander an ein und demselly 
Praparat vorkommen kénnen (Haématinpraparate Kiisters, auskristal| 
siertes Oxyhamin Hamsiks). Die Aquivalente C: Fe iiberschreiten |) 


meinen Oxyhamin- bzw. Oxyhéminanhydridpraparaten teilweise ( 

Zahl 34, eine Erscheinung, auf die ich schon bei den veresterten Pra 
paraten Kiisters aufmerksam gemacht habe!. Da Hamatoprosthetin 
und Oxyhamin- bzw. Oxvhaéminanhydrid aus den gleichen Elemente), 
zusammengesetzt sind, sehe ich auch keinen Grund an der Richtigkeit 
der Elementaranalysen zu zweifeln. Da diese bei den genannten Sub 
stanzen ein konstantes Ergebnis zeigen, muB ich vielmehr annehmen 
daB die Differenzen in der Zusammensetzung auf die Methode der Dai 
stellung der Substanzen zuriickzufiihren sind. 

Die aus Hamatoprosthetin mégliche Darstellung von Praparaten, div 
die Zusammensetzung eines Oxyhémins bzw. Oxyhaminanhydrids haben 
k6nnte auch mit einem Eintritt von C in das Hamatoprosthetinmolekii! 
in Zusammenhang stehen. Wenn auch zur Zeit ein solcher Eintritts 
mechanismus nicht erklarlich erscheint, so muB doch auf Ergebniss: 
ahnlicher Art verwiesen werden, zu denen Waelsch?, Haurowitz? und 
v. Zeynek und Kittel* bei der Spaltung von Hamoglobin unter be 
stimmten Bedingungen gelangten. Bei diesen Untersuchungen mubt 
ein Gebundenbleiben oder Gebundenwerden von Globinkomponenten 
angenommen werden. 

Zu den Oxyhaminanhydrid- bzw. Oxyhaminpraparaten selbst sei 
bemerkt, daB ich fiir beide Substanzen eine um 2 H-Atome reicher 
Formel als Hamstk in Betracht gezogen habe, wenn sich auch heut: 
nicht entscheiden laBt, welche die richtige ist. Die héchsten prozentualen 
C-Werte meiner Oxyhaminanhydridpraparate stimmen mit jenen 
Hamsitks iiberein und stehen der von mir angefiihrten Formel naher. 
(Meine Formel verlangt 66,07% C, die Hamstks 66,32% C*.) Zur 
Frage der Anhydrisierung habe ich in einer friiheren Arbeit die Meinung 
vertreten, daB es nicht sicher bewiesen ist, daB es sich bei diesen Pra 
paraten um einen AnhydrisierungsprozeB im wahren Sinne des Wortes 


' A, Herzog, diese Zeitschr. 267, 55, 1933. 2 H. Waelsch, Zeitsclhu 
f. physiol. Chem. 168, 188, 1927. 3 F. Haurowitz, ebenda 188, 161, 
1930. 'R.v. Zeynek u. S. Kittel, ebenda 224, 233, 1934. * A. Hamsil! 
ebenda 138, 173, 175, 176, 177, 1923; 169, 66, 71, 1927; 182, 122, 1929 
183, 106, 1929. 
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indelt'. Es lassen sich bei der Darstellung der Praparate keine Momente 
kennen, die es gestatten wiirden, das Ergebnis der Analysen dieser 
ibstanzen als Anhydrisierung sicher zu erklaren oder aber es erlauben 
vurden, nach den oben beschriebenen Methoden mit Absicht das eine 
ver andere Produkt darzustellen. Immerhin aber ist bemerkenswert, 
lab es erstmalig gelungen ist, Substanzen von der Zusammensetzung 
ines Oxyhamins primar kristallisiert zu gewinnen. 

Wie es bereits bei meinen Hamatoprosthetinpraparaten der Fall 
war, so findet man auch bei meinen Oxyhamin- baw. Oxyhaminanh ydrid- 
praparaten einen etwas héheren prozentualen N-Gehalt. Ich fihre 
diesen bei meinen umgeschiedenen Praparaten auf das Arbeiten mit 
Ammoniak zuriick. So hat schon Kiister gezeigt, daB Hamatoporphyrin 
und Hémin Ammoniak bindet?. Auch bei einem meiner Rohprodukte 
findet sich diese Erscheinung. Es sind aber auch hier Praparate 
». Zeyneks bekannt, die ein fiinftes Stickstoffatom enthielten®. Hamstk 
hat nur in vereinzelten Fallen den prozentualen N-Gehalt seiner Pra- 


parate mitgeteilt, aber auch hier zeigt sich die gleiche Erscheinung?. 


Beziiglich der Beurteilung meiner Praparate ist dieser erhéhte N-Gehalt 
belanglos, denn er hat auf das Verhaltnis C: Fe und O: Fe keinen 
KinfluB. Mit Ammoniak zu arbeiten war notwendig, um den _ ver- 
andernden EinfluB der Kalilauge auszuschalten, die Hamsik verwendete. 

Zusammenfassung: Es wurden nach einem von Hamstk abweichenden 
Verfahren kristallisierte Praparate dargestellt, die ich als Oxyhamin 
bzw. Oxyhéminanhydrid anspreche, und an ihnen gezeigt, daB sie sich 
auBer in Kristallisation und Eigenschaften auch analysenmabig von 
Haimatoprosthetin unterscheiden. Auf Grund dieser Untersuchungen 
kann der prozentuale C-Gehalt des Hamatoprosthetins nicht durch 
Wassereinlagerung erklart werden. Die Zahlen weisen auf C-Ab- 
spaltung hin. 

Experimenteller Teil. 
Darstellung, Beschreibung und Analysen der Prdparate. 

a) Blutkérperchenbrei wurde im Becherglase teils auf dem Drahtnetz, 
teils im Wasserbad unter Umriihren koaguliert, die Fliissigkeit vom Koagu- 
lum abgenutscht, das Koagulum auf der Nutsche mit dest. Wasser ge- 
waschen und nachher in kleinen Portionen in einem Becherglase mit 200 cem 
Extraktionsfliissigkeit (140 cem Methylalkohol und 60 ccm Eisessig) ver- 
setzt. Nach ganz kurzem Extrahieren wurden die Koagulummassen mit der 
Extraktionsfliissigkeit auf ein Faltenfilter iibertragen und letzteres dann 
mit Hilfe eines Leintuches iiber einem Trichter ausgepreBt. Zusatz von 


' A. Herzog, diese Zeitschr. 272, 19, 1934. 2 W. Kiister, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 66, 197, 1910; 86, 63, 1913; 109, 125, 1920. — ® R. v. Zeynek, 
ebenda 30, 126, 1900. 1 A. Hamsik, Spisy lek. fak. Masarykové uni- 
versity v Brne 1922. 
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Extraktionsfliissigkeit und Auspressen wurde mehrmals wiederholt. |) 
Extrakt wurde in einem Becherglase in ein siedendes Wasserbad gest: 
wobei sich der Extrakt bald triibte und feine Nadeln ausfielen. N 
'ystiindigem Sieden lieB ich die Kristalle an einem kiihlen Orte bis z 
naichsten Tage absetzen, zentrifugierte die Kristalle von der Mutterla 
ab, wusch zuerst mit verdiinnter Essigsaéure, nachher mit dest. Was, 
l6ste dann entweder sofort zum ,,Umkristallisieren** oder trocknete 
Substanz im Zentrifugenrohr bei 90° C. Da die Substanz am besten noc! 
wiasserig-ammoniakalischem Methylalkohol léslich war, léste ich sie zwe 
..Umkristallisation®’’ in einem Gemisch von 2 Teilen konzentrierten A 
moniaks, 3 Teilen dest. Wassers und 15 Teilen Methylalkohols. Zur Los 
von | g Rohsubstanz waren mindestens 300 cem Lésungsmittel erforder|\ 
Da der L6sungsprozeB sehr langsam verlief, lie8 ich unter 6fterem Umiriih: 

| Tag stehen, filtrierte ab und setzte neues L6sungsmittel zu, bis nichts me! 
in L6sung ging und ein unléslicher Riickstand zuriickblieb. Bei der zweit: 
..Umkristallisation®* ging der LésungsprozeB rascher vor sich und es blir 
beim Filtrieren kein Riickstand mehr auf dem Filter. (Auf ahnliche \\ 
haltnisse st6Bt man auch beim Teichmannschen Hamin.) Die jew 
filtrierte L6sung wurde in kleinen Portionen in ein im Wasserbad in eine: 
offenen Becherglase siedendes Gemisch von Eisessig und Methylalko! 
zu gleichen Teilen (200 bis 250 cem Lésung auf je 50 ccm Methylalkoli 
und Eisessig) eingetragen. Etwa eine halbe Stunde nach vollendetem Ei: 
tragen der Farbstofflésung begannen sich die Kristalle am Boden zu samme! 
wobei sie oft einen dichten Belag bildeten und die Mutterlauge sich aufhellt: 
Die Kristalle wurden wie beim Rohprodukt gewaschen und getroeknet 
Ausbeute bei zweimaliger ,,Umkristallisation’ 1,5 g pro Liter Blut. 


Die Substanz kristallisiert in Nadeln, die sich oft aneinander lege) 
oder Stechapfelformen bilden und zeigt getrocknet einen matt-blau 


schwarzen Farbenton. Sie fallt durch ihre Schwerléslichkeit auf und wai 


in der Kalte nur langsam in Ammoniak, wasserigem, ammoniakal! 
schem Methylalkohol, schwacher in wasserigem, ammoniakalischen 


‘ 


Athylalkohol, 1°,iger NaOH, beim langeren Stehenlassen in 5° jige 


Sodalésung léslich und in Athylalkohol, Methylalkohol, Aceton, Eis 
essig, Pyridin, Chloroform, Ather und verdiinnter Schwefelsdur 


unléslich. Bei Gegenwart N-haltiger Basen reduziert, zeigte die Sv bstav: 


das Hamochromogenspektrum, mit NaCl und Eisessig unter dem Deck 


glase kurz erhitzt, entstanden sehr leicht und reichlich T'eichmannscli 


Kristalle. 


Die Analysen der Arbeit warden am medizinisch-chemischen Instit 
der Universitat Graz von Herrn Dr. Zacherl ausgefiihrt, wofiir ihm beste: 
gedankt sei. N wurde nach Dumas-Pregl bestimmt, Trocknung bei 10" ( 
im Vakuum. 

Prdparat 1. 4,558 mg Substanz lieferten bei p 732 mm, ¢ 18,5 
0,383 cem N 9,489, N; 5,078 mg Substanz bei p 732mm, ¢ 18,5" | 
0,433 com N = 9,62% N; 4,464 mg Substanz 10,83 mg CQO,, 2,07 1 
H,O, 0,575 mg Fe, O, 66,17 % C, 5,19 % H, 9,01 % Fe: 5,096 mg Substa: 


12,33 mg CO,, 2,39 mg H,O, 0,649 mg Fe,0, 65,99 % C, 5,25% H, 


8,91°, Fe. Beilsteinsche Probe und Acetylbestimmung negativ. 
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Prdparat 2. 4,811 mg Substanz lieferten bei p 726mm, f¢ 17°C, 
78 com N 8,83 °) N; 4,562 mg Substanz bei p 734 mg, ¢ 17° C, 0,362 cem 
9,02° N; 4,773 mg Substanz 11,54 mg CO,, 2,31 mg H,O, 

19 mg Fe,O, 65,94 %, C, 541°, H, 9,079 Fe; 4,924 mg Substanz 
S6mg CO,, 2,38 mg H,0. 0,649 mg Fe,O, 65,72% C, 541% H, 


122°, Fe. Beilsteinsche Probe und auch quantitative Chlorbestimmung 
gativ, Acetyl in Spuren gefunden. 


» 


Prdparat 3. 4,521 mg Substanz lieferten bei p725mm, ¢ 21°C, 
0.364 cem N 8,92°, N; 4,700mg Substanz bei p 725mm, ¢ 21°C 
374 ccm N 8,81°% N; 3,704 mg Substans 9,00 mg CO,, 1,77 mg 
H,O, 0,456 mg Fe, O, 66,27 °, C, 5,25 % H, 8,61 % Fe; 4,973 mg Substanz 
12.05 mg CO,, 2,40 mg H,O, 0,615 mg Fe, O, 66,09 % C, 5,40% H, 

8.65% Fe. 
Praparat 1 ..... . 66,08% C 5,2: H 9.55 I 8,96° Fe 
Ke 


Prapereat 3 ...«.0. +/@6,I8% © Sy H 86% N 863% Fe 


Praparat2 ... . . . 65,83% C5, H 893% N 915° 


Mittelwerte ...... 66,03%C 5,33%H 39, HEN 8,91% Fe 


Berechnet fiir 

,;H,,N,0,Fe (Oxy- 
haminanhydrid) . . . 66,07°, C H 9,079, N 9,04% Fe 

b) Den unter a) beschriebenen Farbstoffextrakt lieB ich nach raschem 
\uspressen in einen Me8zylinder mit eingeschliffenern Stépsel filtrieren und 
lort stehen. Nach einigen Stunden triibte sich die Lésung und es hatte sich bis 
zum nachsten Tage am Boden des GefaBes eine mehr oder weniger gut 
kristallisierte Substanz angesammelt, die wie das vorherige Rohprodukt 
vewaschen und getrocknet wurde. Zwecks ,,Umkristallisation’’ wurde die 
Substanz in wasserigem ammoniakalischem Methylalkohol gelést, die fil- 
trierte Lésung mit Ejisessig in einer Menge von 10 bis 15°, der Farbstoff 
losung versetzt und rasch gemischt. Nach mehreren Stunden schied sich 
wieder eine jetzt in gut ausgebildeten kleinen Nadeln kristallisierende 
Substanz ab, die wie oben beschrieben gewaschen und getrocknet 
wurde. Die Substanz hatte das gleiche Aussehen wie die vorherigen Pra 
parate, zeigte auch die gleichen Eigenschaften in bezug auf Léslichkeit 
und war mit Kochsalz und Eisessig durch Erhitzen unter dem Deckglase 
ebenso leicht und reichlich in Teichmannsche Kristalle tiberfiihrbar (Pra- 
parate 45 und 47). 


Prdparat 45. 3,943 mg Substanz lieferten bei p 726mm, ¢ 23°C 
0,348 com N »% N: 4,783 mg Substanz bei p bmm, ¢ 21°C 
0.311 cem N N; 4,097 mg Substanz 9,83 mg CO,, 1,83 mg 
H,O, 0,528 mg F othe ° 65,44 % C, 500%, H, 9,01 °, Fe; 4,190 mg Substanz 
10,09 mg CO,, 1,91 mg H,O, 0,540 mg Fe,O, 65,68 °% C, 5,10% H, 
9,01% Fe. 


7) 
i- 
725 


mm, ¢ 20°C 
mm, ¢ 21°C, 
1.65% H,0O, 


oO 


Prdparat 47. 5,200mg_ Substanz lieferten bei p 
0,451 ecem N 9,60°, N: 4,665mg Substanz bei p 
0,405 cem N 9,58° N; 3,583 mg Substanz 8,66 mg C¢ 
0,453 mg Fe,O, 65,92 % C, 5,15% H, 8,84% Fe; 1,884 mg Substanz, 
11,79 mg CO,, 2,33 mg H,O, 0,632 mg Fe,O, = 65,84% C, 5.34% H, 
9,05% Fe. 
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Priparat 46...... . 65,56% C 5,05 H 9,62% N 9,01‘ 
Praparat 47... ... . + @638% 0 5,2! H 9,59% N 8,94° 


Serechnet fur 
Cy,HgN,O,Fe (Oxy 
himinanhydrid) . . . . 66,07% C 5,45% H 9,07% N_ 9,04°% I 


c) Um iiber die elementare Zusammensetzung der Rohprodukte A) 
schluB zu erhalten, wurde versucht, solche in modglichst analysenrein 
Form zu gewinnen und den beim Lésen der oben beschriebenen Rohproduk 
gefundenen Filterriickstand méglichst zu vermeiden. Dies gelang, indem i 
das gewaschene Koagulum auf ein Filter brachte, mit Extraktionsfliissigk: 
iibergoB, ohne zu pressen den Farbstoffextrakt noch auf ein zweites Filt. 
tropfen lie’ und den Farbstoff teils wie unter a) beschrieben in einen 
Becherglase im siedenden Wasserbade gewann (Priaparate 41 und 5! 
teils wie unter b) angegeben wurde, durch Stehenlassen in einer Mensu 
mit eingeschliffenem Stépsel (Praiparate 53 und 62). Waschen und Trockne: 
der Praparate erfolgte wie oben angefiihrt. Die Praiparate waren gut 
kristallisiert und zwar in kleinenNadeln. Sie wiesen einen blauschwarzen 
Farbenton auf und entsprachen in Léslichkeit den vorher beschriebenen 
Praparaten. 


Pradparat 41. 4,664mg Substanz lieferten bei p 732mm, ¢ 20°C, 
0,371 cem N 8,91% N; 4,712mg Substanz bei p73l mm, t¢t 19° 
0,378 cem N 9,02°% N; 4,864 mg Substanz 11,51 mg CO,, 2,44 m 
H,O, 0,613 mg Fe, O, 64,54 % C, 5,61 % H, 8,81 % Fe; 4,840 mg Substanz 
11,50 mg CO,, 2,41 mg H,O, 0,609 mg Fe,O, 64,80% C. 5,57% H, 
8,80 % Fe. 


Prdparat 51. 3,562 mg Substanz lieferten bei p 742mm, ¢ 22°C, 
0,271 cem N 8,59% N; 3,104mg Substanz bei p 743mm, ¢ 19°C, 
0,234 ccm N 8,62% N; 3,428 mg Substanz 8,22 mg CO,, 1,86 mg 
H,O, 0,418 mg Fe, O, 65,59 % C, 6,09 % H, 8.55% Fe; 4,263 mg Substanz 
10,24 mg CO,, 2,30 mg H,O, 0,508 mg Fe,O, 65,51% C, 6,04% H, 
8,33% Fe. 

Pradparat 53. 4,205mg Substanz lieferten bei p 739mm, ¢ 19° ¢ 
).314cem N = 8,49% N; 4,248 mg Substanz bei p738mm, ¢ 20°C, 
0,325 com N = 8,66% N; 4,225 mg Substanz 9,94 mg CO,, 1,99 mg 
H,O, 0,512 mg Fe, O, 64,16 % C, 5,27 % H, 8,48 % Fe; 3,243 mg Substanz 
7,64 mg CO,, 1,48 mg H,O, 0,396 mg Fe,O, 64,25 % C,- 610% H, 
8,54% Fe. 


Prdparat 62. 4,8931ng Substanz lieferten bei p 735mm, ¢ 18° 
0,417 cem N 9,67% N; 3,894mg Substanz bei p 737mm, ¢ 22°C, 
0,333 ecem N = 9,63% N; 3,209 mg Substanz 7,56 mg CO,, 1,46 mg 
H,O 64,25 % C, 5,09°% H; 4,765 mg Substanz 11,26 mg CO,, 2,20 mg 
H,O, 0,594 mg Fe,O, = 64,45 % C, 5,17 % H, 8,72 % Fe; 4,039 mg Substan 
0,505 mg Fe,O, = 8,74% Fe. 


Praparat 41 ...... . 64,67% C 559% H 8,96% ! 8,81% F 
Praparat 51... ... . 65,56% C 607% H 860% N 8,44% | 
Praparat 53... ... . 64,20% C 519% H 858% N 851% Fi 
Priparat62...... . 64,36% C 613% H 9,65% 8,73 % F 
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erechnet fiir 


C,,H,,N,0,Fe (Oxy- 
haminanhydrid) . .. . 66,07% C 545% H 9,079 N 9,04% Fe 
,H,,N,0;Fe (Oxvhimin) 64.23% C 5,538 %, H 882% N_ 8,78% Fe 


Die Uberfiihrung der unter a), b) und ¢) beschriebenen Praparate 
m Becherglas in Teichmannsches Hamin gelang mir durch Lésen der 


Substanzen in wasserigem, ammoniakalischem Methylalkohol und Ein- 
fiuhren in die vierfache Menge siedenden, mit Kochsalz bzw. HCI ver- 
setzten Eisessigs in quantitativer Ausbeute. Die Mutterlauge war 
hellrot gefarbt. Ein Praparat wurde analysiert (Praparat 5). Um- 
gekehrt gelingt es auch, Tcichmannsches Hamin in oxvhimin- bzw. 


oxvhéminanhvdridartige Substanzen zu uberfiihren, wenn man das- 
selbe in wasserigem, ammoniakalischem Methylalkohol lést und Essig- 
saure zur filtrierten Lésung in etwa 15 bis 20°,iger Menge zusetzt. 
Ks fallen dann, wie unter b) beschrieben wurde, Nadeln aus, die wie 
dort gewaschen und getrocknet wurden (Praparat 7). 


Prdparat 5. 3.661 mg Substanz lieferten bei p 730mm, ¢ 20°C 
0.274cem N 8,379, N; 3,541 mg Substanz bei p 730mm, ¢ 21°C, 
0.267 cem N 8,41°, N; 5,016 mg Substanz 11,50 mg CO,, 2,26 mg 
H,O, 0,615 mg Fe,O, 62,53 ©, C, 5,04 % H, 8,58 9, Fe: 4,938 mg Substanz 
11,28 mg CO,, 2,18 mg H,O, 0,608 mg Fe,O, 62,30% C, 4,94% H, 
8.61°, Fe; 4,922 mg Substanz verbrauchten 0,744 cem n 100 NaOH, ent- 
sprechend 5,36°, Cl; 5,468 mg Substanz verbrauchten 0,819 ¢em =n LO 
NaOH, entsprechend 5,31°, Cl. 

Mittelwert. . . 62,42% C 4,99% H 839° N 8,60% Fe 5,34% Cl 
Berechnet fiir 

C34H3.N,0,FeCl 62,599, C 4,959, H 8,649 N 57% Fe 5,44% Cl 
(Teichmann-Hamin) 

Praparat 7. 3,711mg_ Substanz lieferten bei p 729mm, ¢ 23°C, 
0.308 com N 918°, N; 4,568 mg Substanz bei p 729mm, f¢ 24°C, 
0.387 com N 934°, N; 4,343 mg Substanz 10,33 mg CO,, 2,03 mg 
H,O, 0,548 mg Fe, O, 64,87 9% C, 5,23 9 H, 8,83 °%, Fe: 4,670 mg Substanz 
11,16 mg CO,, 2,22 mg H,O, 0,599 mg Fe,O, 65,17% C, 5,32% H, 
8,97 % Fe. 

Mittelwerte ....... 65,02% C 527% H 9,26% N 890% Fe 

Aus den unter a), b) und ec) beschriebenen Praparaten hatte ich 
die Praparate 14, 15, 21, 35, 32 und 43 von Hamatoprosthetin her- 
gestellt und die unter a) und b) beschriebenen Praparate wurden nach 
Veresterung mit veresterten Praparaten von Hamatoprosthetin ver- 
glichen!. 

Aus Himatoprosthetinpraparaten konnte ich Praparate von der Zu- 
sammensetzung der oben beschriebenen Oxyhamin- bzw. Oxyhimin- 
anhydridpraparate in Anlehnung an die Umbkristallisationsmethode der 


1 4. Herzog, diese Zeitschr. 264, 416; 267, 50, 1933. 
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von mir fiir diese Substanzen benutzten und unter a) und b) beschrieben 
Methode darstellen. Ich loste Hamatoprosthetin in wasserigem, ammoniak 4 
schem Methylalkoho! und fiihrte die filtrierte L6sung in ein im Wasserba 
siedendes Gemisch von Eisessig und Methy!alkohol ein oder gab zu 

trierten Lésung in einer Mensur mit eingeschliffenem StOpsel Eises 
in 15 bis 20°,iger Menge. Im ersteren Falle fiel der Farbstoff in Form \ 
Nadeln oder Stechapfelformen bei ',,- bis * ,stiindigem Kochen (manchn 
erst beim Abkiithlen) aus, im letzteren Falle beim Stehenlassen im La 

einiger Stunden. Immer blieb aber bei diesen Versuchen die Mutterlauge : 
und die Ausbeute war nicht quantitativ, wahrend ich bei der Umkristallisati: 
von Oxvhaimin bzw. Oxyhaminanhvdrid nur geringe Verluste gefund: 
habe und die Mutterlauge manchmal nur gelbrot gefarbt war. Dieses E 
gebnis erinnert an die Versuche der Uberfiihrung von Oxyhamin- bz 
Oxyhaiminanhydridpraparaten und der von Hamatoprosthetin in Te/ 
mannsche Kristalle mit wasserigem, ammoniakalischem Methylalko! 
und Ejisessig. Auch hier war im ersteren Falle eine gute Ausbeute, im let 
teren Falle eine schlechte Ausbeute aufgetreten. Die Analysen der a 
Hamatoprosthetin dargestellten Oxyhimin- bzw. Oxyhaminanhyd: 


praparate hatten folgendes Ergebnis: 


Prdparat 19. 3,904mg Substanz lieferten bei p 734mm, ¢ 2: 
0,343 cem N 9,82°, N: 3,818 mg Substanz bei p 735mm, ¢ 22, 
0.332 ecem N 9,73°, N; 3,773 mg Substanz 8,96 mg CO,, 1,87 mg 
H,O, 0,460 mg Fe, O, 64,77 9. C, 5,54 9%, H, 8,53 °, Fe; 3,520 mg Substanz 
8,38 mg CO,, 1,64 mg H,O, 0,426 mg Fe,O, 64.98%, C, 5,21% H, 
8,46°, Fe; 4,382 mg Substanz 2,04 mg H,O, 0,532 mg Fe,O,; = 5,21°,) H, 
8,49°% Fe. 

Prdparat 20. 4,411 mg Substanz leferten bei p 733mm, ¢ 24°' 
373 cemN 9,37 ©, N; 4,056 mg Substanz bei p 732 mm, t 24° C, 353 cem N 

9,63 °, N; 5,707 mg Substanz 13,52 mg CO,, 2,72 mg H,O, 0,707 mg 
Fe,O 64,64 °, C, 5.33% H, 8.66% Fe; 5,157 mg Substanz 12,19 mg 
CO,, 2,47mg H,O, 0.644 mg Fe,O, = 64,47% C, 5,36% H, 8,74% F: 


Praéparat 33. 3,651mg Substanz lieferten bei p 732mm. f 20)! 
0,323 cem N = 9,92°, N; 4,408 mg Substanz bei p 735mm, ¢ 19° ¢ 
0,383 cem N 9,78° N; 3,022 mg Substanz 7,31 mg CO,, 1,26 mg 
H,O 65,97 °4 C, 4,689 H; 3,792 mg Substanz 9,20 mg CO,, 1,66 mg 
H,O, 0,482 mg Fe,O, 66,17 °,, C, 4,90 °,, H, 8,90°, Fe; 3,888 mg Substanz 
0,488 mg Fe,O, 8,78% Fe. 

Praparat 34. 4,364 mg Substanz liefern bei p 735 mm, ¢ 21° C, 0,376 com 
N 9,67°, N; 4,514 mg Substanz bei p 727mm, ¢ 20°C, 0,382 ccm N 

943°, N: 4,911 mg Substanz 11,90 mg CO,, 2,19 mg H,O, 0,627 mz 
Fe, QO, 66,09°, C, 4,99° H, 8,73°, Fe; 3,697 mg Substanz 8,94 mz 
CO,, 1,56mg H,O, 0,456 mg Fe,O, = 65,95° C, 4,72° H, 8,63 Fs 


Prdparat 39. 4,725mg Substanz lieferten bei p 731mm, ¢ 19°C. 


0,390 cem N = 9,28°, N; 5,084 mg Substanz bei p 731mm, ft 20" ¢ 
0,415 cem N 9.159% N; 4,267 mg Substanz 10,16 mg CO,, 1,99 mz 
H,O, 0,539 mg Fe,O, = 64,94, C, 5,22 H, 8,84 ° Fe; 4.636 mg Substa 
11,05 mg CO,, 2,11 mg H,O, 0,595 mg Fe,O, = 65,01% C, 5,09% H. 
8,98 % Fe. 

Prdparat 40. 4,524mg Substanz lieferten bei 8mm, ¢ 23° ( 


0,393 cem N 9,60°, N; 4,842 mg Substanz bei p 725mm, ¢ 24°C, 
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Hamatoprosthetir 


N 9,55°, N; 4.934mg Substanz ber p 725mm, f¢ 20° 


$2] cem 
$12 com N 9,289, N; 4.519 mg Substanz 10,84 mg CO,, 2,14 mg 


0 65,42 9°, C, 5,30°, H; 4,682 mg Substanz 11,19 mg CO,, 2.26 mg 
H.O 65,18°, C, 540°, H; 5,171 mg Substanz 0,643 mg Fe,O 
8.70% Fe: 3,723 mg Substanz 0,463 mg Fe,O 8.70%, Fe. 

weareret id... « . « ss GH8E% 5.32% H 9.77% N 849% Fe 


H4,56° H 00% N 8,70 


H 9,84° N_ 8,84‘ 


‘raparat 
Praparat 66.07 
Praparat ee ae Hb, . H 
64.98 °, 5.15% H 
H 


Praparat 39 
Praparat 40... 65.; 
Berechnet fiu 
C,,H,,N,0,Fe (Oxy- 
haminanhydrid 
( ,H,;N,0; Fe (Oxvhamin 





Zur Frage der Zahl der Kohlenstoffatome 
der prosthetischen Gruppe des Blutfarbstoffs. 
Von 
Alfred Herzog}. 


(Eingegangen am 3. Juli 1935.) 


In der vorangehenden Mitteilung wurde unter anderem aw 
gezeigt, daB es auf dem Gebiete des Blutfarbstoffs von der Darstellungs 
methode der Substanzen abhangt, ob man eine solche mit héherem ode: 


geringerem Aquivalentverhaltnis C: Fe erhalt, und der Mindergehalt 


an Kohlenstoff nicht immer durch Sauerstoff-(Wasser-)Eintritt erklart 
werden kann*. Zweck dieser Untersuchungen soll es nun sein, diesen 
Mindergehalt an Kohlenstoff bei Hamatoprosthetin noch genaue: 
festzulegen und die bisherigen Ergebnisse durch neue Resultate zu e1 
ganzen. So habe ich, um Einwanden von Haurowitz zu begegnen, di: 
prozentualen Fe-Werte bei einem Teil meiner alten Praparate, zumeist 
aber bei neu dargestellten Praparaten, durch eine andere Bestimmungs 
methode kontrolliert, und zwar am T'¢ichmannschen Hamin, Oxyhamin 
bzw. Oxyhaminanhydrid, Chlorhimatoprosthetin und Hamatoprosthetin 
Die Substanzen waren nach den iblichen oder den von mir angegebene: 
Methoden dargestellt, umgeschieden*® und bei 118° C bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet worden. Der Eisengehalt war friiher, wie es wblich 
ist. durch trockene Veraschung und Wagen der Asche bestimmt worden 
nun erfolgte die Veraschung nach Neumann, die Bestimmung jodo- 
metrisch, und zwar durch Titration mit n 50 Thiosulfat unter jeweiliges 
Feststellung von Blindwerten an einer eingestellten Fe-Standardlésung 
Die Ergebnisse, zu denen ich in dieser Weise gelangte, sind im experi- 
mentellen Teil in einer Tabelle mitgeteilt und entsprechen jenen, dic 
bei der Elementaranalyse erhalten wurden. Die prozentualen Fe-Wert: 
beim Hamatoprosthetin liegen héher als jene von Oxyhéminanhydrid 
und kénnen daher ohne Abspaltung gewisser Komponenten des Molekils 
von Oxyhaminanhydrid nicht erklart werden. Um den abgespaltenen 
Kohlenstoff nachzuweisen, benutzte ich die Rotfairbung, die Aldehyad: 
(Formaldehyd, Acetaldehyd usw.) mit Guajakol nach Unterschichten 
mit konz. H,SO, spontan ergeben. Wenn man die entsprechenden 
Alkohole (Methylalkohol, Athylalkohol usw.) in der gleichen Weis 
behandelt, dann entsteht die Rotfarbung manchmal in Spuren scho: 


' Die Arbeit wurde am Physiol.-chemischen Institut der kénig 
ungar. Universitat Budapest begonnen. Ihre Fertigstellung wurde m 
an einem Institut der Deutschen Universitat Prag erméglicht. — ? A. Herze 
diese Zeitschr. 280, 137, 1935. > Derselbe, ebenda 264, 412, 1933 
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ich einigen Stunden, auf alle Falle aber in einigen Tagen durch Luft- 
xydation. Zum Nachweis des abgespaltenen Kohlenstoffs benutzte 
ch vor allem Destillate der Mutterlauge, die bei der Uberfiihrung von 
leichmannschem Himin und Hamatoprosthetin in Haimatoporphyrin 
nach Verdiinnen des Bromwasserstoffeisessigs mit Wasser und Aus- 
salzen mit Natriumacetat gewonnen wird. Ich erhielt so eine positive 
Reaktion, gleichgiiltig, ob ich von Teichmannschem Hamin oder Himato- 
prosthetin ausging, aber sie war starker und trat auch um einige Tage 
friiher ein, wenn ich Teichmannsches Hamin verwendet hatte. Die 
Versuche mit Hamatoprosthetin standen im Ergebnis zwischen jenem, 
das mit 7'’eichmannschem Hamin erhalten wurde und dem Blindversuch, 
der auch noch in Spuren positiv ausfiel. Die mit der Guajakolreaktion 
erhaltene Rotfarbung glaube ich als eine Reaktion der abgespaltenen 
(-Gruppe ansehen zu diirfen. Auf Grund der, wenn auch in geringerem 
Grade, aber ebenfalls deutlich positiven Reaktion, die beim Hamato- 
prosthetin erhalten wurde, kann daran gedacht werden, dab auch 
aus diesen Praparaten noch Keohlenstoff abspaltbar war. 

Diese Untersuchungen sind dann noch dadurch erganzt worden, daB 
ich aus zwei Praparaten Himatoprosthetin, die aus T’¢ichmannschem 
Hamin gewonnen waren und mit denen die Versuche mit Guajakol 
bei Uberfiihrung in Hamatoporphyrin schwacher positiv ausgefallen 
waren, als mit T’eichmannschem Hamin, durch Lésen in 3°, iger NaOH 
und Einfiihren in siedenden Eisessig bei Gegenwart von NaCl bzw. 
HCl und kurzes Kochenlassen in Chlorhamatoprosthetin itiberfiihrte 
und die erhaltenen Produkte in Graz analysieren lieB. Die Analysen 
zeigen gegeniiber T'eichmannschem Hamin im Einklang mit dem Er- 
gebnis der Guajakolversuche ein C-Defizit von ungefahr 0,5°, und 
lauten sehr gut auf die von mir fiir Chlorhamatoprosthetin aufgestellte 
Formel C3,H3.N,0,FeCl. Wahrend bei meinen Hamatoprosthetin- 
priparaten keine Bedenken in bezug auf Gleichartigkeit aus der Kri- 
stallisation auftraten, erscheinen mir solche beim Chlorhamatoprosthetin 
gegeben, so das sich die Annahme des Vorliegens einer Mischsubstanz 
rechtfertigt. Diese Beobachtung laBt sich mit anderen Erscheinungen 
in Einklang bringen. So konnte ich bemerken, dafB frische Praparate 
von Hamatoprosthetin in Pyridin-Chloroform weniger gut léslich sind 
als alte, eine Beobachtung, die auf Veranderungen beim Altern der 
Praparate hinweisen wiirde. (So war es mir friiher auch méglich, alte 
Praparate mit Pyridin-Chloroform in Chlorhamatoprosthetin zu uber- 
fiihren!.) Bei der Verwendung von 3°,iger NaOH, wie Fischer und 


Zeile* vorgingen, muB der veréndernde EinfluB der Lauge auf das Farb- 


1 4. Herzog, diese Zeitschr. 272, 13, 1934. 2 H. Fischer u. K. Zeile, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 151, 1933, 
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stoffmolekiil berticksichtigt werden. Es gelang mir auch nicht, wied 
zu tadellos kristallisierten Teichmannschen  Kristallen — zuriick 
zugelangen, wenn ich J'eichmannsches Hamin durch Lésen in Laug 
und Einfiihren in siedenden mit HCl bzw. NaCl versetzten Eisessi; 
umkristallisierte. Diesen veréndernden EinfluB der Lauge, konnte ic! 
ibrigens in der folgenden Arbeit durch spektrophotometrische Unter 
suchungen festhalten. 

Um die von mir erérterte Méglichkeit einer labilen Methylgrupp 
am T'eichmannschen Hémin zu prifen, hatte Haurowitz' an letzterem 
und am Hamatoprosthetin je eine Methylimidbestimmung ausgefihrt 
und beide positiv gefunden in gewissem Gegensatz zu friiheren Autoren 
(Nencki® und Kiister*), deren Untersuchungen auf Methylimid negatiy 
verlaufen waren. Ich habe an verschiedenen Praparaten von Chlorhamato- 
prosthetin und Teichmannschem Hamin Methylimidbestimmungen in 
Graz ausfiihren lassen und an beiden Produkten Werte erhalten, dic 
teils unter einem Aquivalent, teils zwischen ein und zwei Aquivalenten 
Methylimid lagen. Die Ergebnisse klaren die C-Differenz nicht auf 
Die Methode ist zu eingreifend, als daB man einen sicheren SchluB fii 
oder auch gegen Methylimid ziehen kénnte. Immerhin méchte 
ich der Auffassung von Haurowitz, daB das positive Resultat bei dei 
Methylimidbestimmung durch Vinylabspaltung zustande komme, dit 
Moéglichkeit entgegenhalten, daB bei der Methylimidbestimmung durch 


die EKinwirkung von Jodwasserstoff die Vinylgruppen zu Athylgruppen 
reduziert werden, wie das tatsichlich auf dem Hamingebiete vorkommt, 


oder Jodwasserstoffanlagerung unter Auflésung der Doppelbindung 
zu erwarten ware, bevor es noch zur Abspaltung der Vinyle kommt, 
die Schumm* mit Resorcin bei 180 bis 200°C vornimmt. Eine Ab- 
spaltung von Athylgruppen aus Mesohémin oder Mesoporphyrin ist 
zur Zeit nicht bekannt. 

Zu meinen bisherigen Ergebnissen méchte ich sagen, daB das Er- 
gebnis der Elementaranalysen, der jodometrischen Fe-Bestimmungen 
und der Guajakolreaktion die Annahme sichergestellt erscheinen lat, 
daB als Ursache fiir das C-Defizit beim Hamatoprosthetin und anderen 
eisenhaltigen und auch eisenfreien Verbindungen auf dem Gebiete des 
Blutfarbstoffs nicht Wassereinlagerung, sondern C-Abspaltung anzu- 
nehmen ist. Eine solche ist bisher experimentell unter so milden Be- 
dingungen, wie sie bei der Darstellung dieser C-armeren Verbindungen 
angewendet werden, nicht bekannt. Nach Schumm kénnen beide Vinyl- 
gruppen mit Resorcin bei 180 bis 200°C abgesprengt werden. Wiird: 


' F. Haurowitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 74, 1934. 
2M. Nencki u. J. Zaleski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 30, 397, 1900. 
3 W. Kiister, ebenda 82, 126, 1912. 1 O. Schumm, ebenda 181, 141. 
1929; 188, 81, 1929. 
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es bei allen Substanzen mit C-Defizit bei einem gréBeren oder kleineren 
eil der Molekiile zu einem solechen Proze} der Vinylabspaltung — also 
Ubergang in Deuterohamin oder Deuteroporphyrin gekommen sein, 
lann lieBen sich die Analysenwerte erklaren und es wiirden sich die 
n Frage stehenden Substanzen der derzeitigen Deutung der syntheti- 
schen Arbeiten Fischers und Mitarbeiter unterordnen lassen, nur waren 
lann alle die Substanzen mit C-Detizit als Mischprodukte einer 
(-reicheren und C-armeren Substanz aufzufassen. Gegen das Zutreffen 
dieser Auffassung spricht zur Zeit die Tatsache, daB das C-Defizit 
ich bei den Mesoverbindungen auftritt, bei denen die Vinylgruppen 
zu Athylgruppen reduziert sind und bei denen eine Abspaltbarkeit 
der Athylgruppen nicht bekannt ist und da ferner bisher kein sicherer 
Anhaltspunkt dariiber vorliegt, daB alle Substanzen der verschiedenen 
Autoren mit einem geringeren prozentualen C-Gehalt als Cs,, seien es 
eisenhaltige, seien es eisenfreie, als Mischprodukte einer C-reicheren 
und C-armeren Verbindung mit einem auf C,, lautenden mittleren 
prozentualen C-Gehalt anzunehmen sind. Erst nach Klarstellung 
dieser Fragen diirfte sich endgiiltig entscheiden lassen, wieviel C-Atome 
der prosthetischen Gruppe des Blutfarbstoffs zukommen. 


Zusammenfassung, 


Durch jodometrische Eisenbestimmungen am T'eichmannschen Ha- 
min, Oxyhamin bzw. Oxyhéminanhydrid, Hamatoprosthetin und Chlor- 


himatoprosthetin und ferner durch eine Farbenreaktion mit Guajako] 
zum Nachweis des abgespaltenen Kohlenstoffs konnte die Richtigkeit 
der Ergebnisse der Elementaranalysen sichergestellt und so die Abspalt- 
barkeit von Kohlenstoff aus Teichmannschem Hamin, Oxyhémin bzw. 
Oxyhaminanhydrid weiter erhartet werden. Neben weiteren Analysen 
von Chlorhamatoprosthetin wurden die Ergebnisse von Methylimid- 


bestimmungen am T'eichmannschen Hamin und Chlorhaimatoprosthetin 
mitgeteilt. Es ist zur Zeit zwischen Kohlenstotfdefizit auf dem Gebiete 
des Blutfarbstoffs und den Ergebnissen der Methylimidbestimmungen 


ein Zusammenhang nicht zu erkennen. 


Experimenteller Teil. 


Eisenbestimmungen. Es wurde Teichmannsches Hamin nach der 
iiblichen, Oxyhimin- bzw. Oxyhaiminanhydrid und Hamatoprosthetin 
nach den von mir angegebenen Methoden und Chlorhimatoprosthetin 
durch Lésen von Hamatoprosthetin in 3° ,iger Lauge und Einfiihren der 
Lésung in siedenden mit Kochsalz versetzten Eisessig und kurzes Kochen- 
lassen dargestellt. Die Ausgangsprodukte zur Darstellung der Substanzen 
sind in der Tabelle angegeben. Die Substanzen wurden nach ein- bis zwei- 
maliger Umscheidung bei 110°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet 
und nach Newmann im Kjeldahl-Kolben verascht. Die Bestimmung erfolgte 
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jodometrisch und zwar durch Titration mit n/50 Thiosulfat unter jeweilige 
Feststellung von Blindwerten an einer eingestellten Fe-Standardlésung 
Zur Priifung, ob die Reagenzien Fe enthielten, wurden auBerdem Blind 
versuche angestellt, bei denen aber nur 1 bis 2 Tropfen Thiosulfat verbraucht 
wurden, deren Menge in Abzug gebracht wurde. Die Versuche hatter 


folgendes Ergebnis. 


Tabelle I. 





Eingewogen Darstellung der Praparate 





Substanz we mg Fe O/> Fe erfolgte 
Teichmannsches { 103.0 8,74 8,48 
Hamin: 1 111,9 9,58 8,56 aus frisch kristallisierten 
Berechnet fiir (107.7 9 09 8 44 Oxyhamoglobin, um- 
( 34 Hyg Ny Ogl eC] | 926 7'94 858 kristallisiert mit Pyridin 
8,53 % Fe Chloroform-Eisessig 
56.6 4.82 8,52 
Mittelwert: 8,52 
Oxyhamin bzw. { 34,8 3,15 9 04 
Oxyhaminanhydrid: | 41,4 3,64 8,79 
Berechnet fiir aus Blut, Umkristallisa- 
Cz4Hs4N 40, FeOH 42.0 3,68 8,77 tion wie von mir 
8,76 % Fe; beschrieben wurde 
C34 Hgg Ng Oy Fe { 50,9 4.55 8.94 
9,04°% Fe | 47,2 4,26 9,05 
Mittelwert: 8,92 
Himatoprosthetin : i a8 2,47 9,30 
Berechnet fiir | 26,2 2,40 9.19 
C33 Hy, Ny O4 Fe | 43,7 4,03 9,22 
9,24, Fe | 69,3 6,48 9,35 
{ 51,4 4,80 9,35 
(27,1 2,41 9,13 aus umkristallisiertem 
(99.4 9.15 9.20 a schen nasa 
| 96.7 9.07 9 38 as amatoprost 1etin 
wurde zweimal umge- 
89,5 8,10 9,05 schieden 
144.6 4,00 8,97 
85,5 7,56 8,85 
{ 51,3 4,59 8,95 
| 49,1 4.45 9,07 
| 44,5 4.04 9,39 aus Oxyhiminanhydrid. 
| 23,6 3.41 9,09 Das Hamatoprosthetin 
(25,6 4.99 9.48 | wurde ee umge- 
[512 | 4,75 9,28 inehie 
Mittelwert: 9,19 
Chlorhamatoprosthe- { 19,8 1,74 8,77 
tin: 1 45.8 2.68 8.68 . ‘ea 
sarechnet fir vA, aus Hamatoprosthetin 
aoe “ i | 19,0 1,66 8,76 : 
eae f | 16,9 1,46 8,67 


8.73 % Fe 
Mittelwert: 8,72 
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Es iiberschreiten also die prozentualen Fe-Werte beim Hamato- 
prosthetin bei der Mehrzahl der Praparate jenen Wert, den Oxyhamin- 
whydrid verlangen wirde. Bei allen Substanzen stimmen die Werte 
mit den bei der Elementaranalyse erzielten gut tberein. 

Versuche mit Guajakol. Aldehyde (Formaldehyd, Acetaldehyd usw.) 
rgeben mit einem Kristallehen Guajakol (Guajacolum  puriss. cryst. 
Schuchardt) nach Unterschichten mit konz. H,SO, spontan einen roten 
Farbenring, der sich beim Stehenlassen verstarkt und verbreitert. Wenn man 
lie entsprechenden Alkohole (Methylalkohol, Athylalkohol usw.) in der 
gleichen Weise mit Guajakol und konz. H,SO, versetzt, dann entsteht 
liese Rotfarbung manchmal in Spuren schon nach einigen Stunden, auf 
ile Falle aber in einigen Tagen durch Luftoxydation und zwar mit Methyl- 
ikohol friiher als mit Athylalkohol. (Bei Spuren von Roétung ist es wegen 
ler gr6Beren Schichtdicke zweckmaBig, die Fliissigkeit im Reagensglas 
yon oben zu betrachten!) Die Reaktion wird noch bei starker Verdiinnung 
positiv. HCl gibt keine Reaktion, Eisessig eine Spur R6tung nach 2 bis 
3 Wochen, dest. Wasser nach 5 bis 6 Wochen, welche Erscheinung im letzt 
genannten Falle auf oxydative Zersetzung von Guajakol zuriickgetiihrt 
werden kann. Beim Nachweis des abgespaltenen Kohlenstoffs ging ich 
folgzendermafen vor: 

Es wurde aus umkristallisiertem Teichmannschen Hamin Hamato- 
prosthetin dargestellt, zweimal umgeschieden und je 500 mg des letzteren 
ind jenes Praparates Teichmannscher Kristalle, aus dem das Hamato- 
prosthetin dargestellt worden war, in einer Flasche mit eingeschliffenem 
St6psel mit je 30 cem Bromwasserstoff-elsessig versetzt und weitere 30 cem 
Bromwasserstoff-eisessig als Blindversuch verwendet. Die fein gepulverten 
Substanzen lésten sich im Laufe einiger Tage bei mehrmaligem Umriihren 
iuf. Nach 7 Tagen wurden die LéOsungen und auch der Blindversuch auf 
las Sechsfache mit destilliertem Wasser verdiinnt, filtriert und Natrium- 
acetat bis zur Sattigung zugesetzt. Vom itiberschiissigen Natriumacetat 
wurde dekantiert, der Farbstoff abzentrifugiert und die Mutterlauge fil- 
triert. Von diesen filtrierten L6sungen wurden jetzt etwa 30 ccm abdestilliert 
ind nachher von diesem ersten Destillat nochmals je 2 bis 3 ecm in sechs 
Reagenzglaser destilliert, jede Probe mit einem Kristallchen Guajakol ver- 
setzt und mit konz. H,SO, unterschichtet. Bei diesem Vorgehen trat, 
sobald ich von Teichmannschem Hamin ausging, meist bereits nach einigen 
Stunden im ersten Proberéhrchen eine Rotfarbung ein, wahrend eine solche 
in den anderen Roéhrehen erst nach einigen Tagen auftrat. Die Rotfarbung 
verstarkte und vertiefte sich beim Stehenlassen im Laufe einiger Tage. 
Wenn Hamatoprosthetin als Ausgangsmaterial diente, trat diese Rot- 
farbung auch auf, aber erst nach etwa 4 Tagen, wobei ebenfalls Verstarkung 
und Vertiefung der Farbe im Laufe einiger Tage eintrat. Beim Blind- 
versuch waren Spuren von Rotfarbung nach 8 bis 10 Tagen autgetreten. 
Die Differenzen in der Rotfarbung bei den beschriebenen Versuchen konnen 
als von abgespaltenem Kohlenstoff herriihrend angesehen werden. Da 
das Ergebnis bei Hamatoprosthetin in der Mitte zwischen jenem mit Teich- 
mannschen Kristallen und dem Blindversuch stand, ist anzunehmen, dal} 
aus den verwendeten Praparaten von Hamatoprosthetin noch Kohlenstoft 
abspaltbar war. 

Analysen von Chlorhdmatoprosthetin. Zwei Praparate von Hamato- 
prosthetin, das aus Teichmannschem Hamin gewonnen und bei den vorher 











154 A. Herzog: 


beschriebenen Guajakolversuchen verwendet worden war, wurden d 
Losen in 3° ,iger NaOH, Eintihren der filtrierten Lésung in sieden 
mit Kochsalz versetzten Eisessig und kurzes Kochenlassen in Chlorham 
prosthetin tiberfiihrt. Die beiden Analysen wurden am medizinisch-ch 
schen Institut der Universitat Graz von Herrn Dr. Zacherl ausgetii 


Trocknung bei 100°C im Vakuum, Bestimmung des N nach Dumas-I 
von Cl nach Zackherl und Kraiich 

Prdaparat SO. 4,970 mg Substanz: 11,28 mg CO,, 2,24 mg H,O, 0.61] 
Fe,O 61,94 °% C, 5.04 °., H, 8,60 Fe; 3,134 mg Substanz: 7.14 mg C' 
1,41 mg H,O, 0,396 mg Fe,O 62,13 ° C, 5,03 % H, 8,84% Fe; 4,389 
Substanz: p 735 mm.ft 21° C. 0.353 cem N 9.03 ha N: 3,167 mg Substa 
» 732 mm, ¢ 21°C, 0,257 cem N 910°, N; 4,557 mg Substanz 
brauchten O.7S cem n 100 NaOH 6.07°, Cl: 5,593 mg Substanz 
brauchten O.S6cem n 100 NaOH 5.45°, Cl: 4.368 mg Substanz 
brauchten 0,72 cem n 100 NaOH §,84% Cl. 

Prdparat 81, 4,367 mg Substanz: 9,94 mg CO,, 1,90 mg H,O, 0,540 
Fe,O 62,08 °,, C, 4,87 °,, H, 8.65 °,, Fe: 3,628 mg Substanz: 8,23 mg C' 
1.60 mg H,O, 0,444 mg Fe,O 61.87 , 4.93 °,. H, 8,56 °, Fe; 4,035 1 
Substanz: p 732 mm, t 21°C, 6,324 cem N 8.96 °, N: 5,110 mg Substa 
» 733 mm, ¢t 21°C, 0,410cem N 8.99°, N: 4.849 mg Substanz 
brauchten 0.77 cem n 100 NaOH 5,63 °, Cl: 5,02] mg Substanz 
rauchten 0.83 cem n 100 NaQH o.S6 ‘ 

Prozentuale Zusammensetzung dieser und der friiheren Praparate 
Praparat 80 . . 62,019 C 504% H 8,95% N 12%, Fe 5,78 
Praparat  » eee ( 490° H 297% N 61% Fe 5,74 
Praparat 73 . . 61,93° ¢ 439° H .. Ye §.07 
Praparat 10; « 6196 4 4.68% H 22 % a2 % Fe 


Praparat 7 ; . 9Biae* ( 5,05°% H 4, " Fe 


Mittelwerte . . 61,92°, 4.91% H 


Berechnet fiir 
C,,H,N,O,FeCl 61,91% C 5,04% H 8,76% N 


Die Analysen stehen mit der Annahme von 33 C-Atomen im gut‘ 
Einklang. Uber die Kristallisation dieser Praparate wurde bereit- 


eingangs gesprochen. 


Meth jlimidbe Stipimurnden am jf ichmannschen Hamin und Chlorhdmat 
prosthetin. Im AnschluB an die diesbeziiglichen Versuche von F. Haure 
l.e.) lieB ich in Graz am medizinisch-chemischen Institut Methylimidbesti: 
mungen ausfiihren, und zwar am Chlorhamatoprosthetin, und zwar an ce 
analysierten Praparaten 73 und 77 und den nicht analysierten Praparaten s4 
und 85 und ferner an den Praparaten 82, 83 und 87 von Teichmannscher 
Hamin. Nach Trocknung bei 100°C im Vakuum wurden folgende R: 
sultate erhalten: 


M. K. Zacherl u. H. G. Krainick, Mikrochemie 11, 62 
2 4. Herzog, diese Zeitschr. 264, 412, 1933. 





hlorhamatoprosthetin : 


3.562 mg Substanz. 


2.661 
6H .060 
4.549 
$.497 


~ = 
’ ou 


Teichmannsches Hamin 


Prap. S2. 4.810 mg Substanz, 


Berechnet ie Methylimidgruppe 2,29 °, . fi 


4,58 | 
Ein halbes Jahr spater wurden die Bestimm 
83 in Graz wiederhoit und zwar nach einer neuerlichen Trocknung 


ungen an den Praparaten 82 


Von Praparat 87 wurde als Praparat 93 noch- 


ils Substanz eingesandt und nach Trocknung ber 100°C im Vakuum 


Page hindurch bei 118° ¢ 


ne nochmalige Bestimmung ide Ergebnisse erzielt 


irden 


Pr CH 


Bei Praparat 52 und 83 wurden jetzt tiefer Praparat 57 


Untersuchungen soll nur der 


Werte wie friiher erhalten. Aus den | 
laB der . rang der Methvlimidbestimmungen 


Anhaltspunkt lefert. 


ezogen werden, dab 
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Uber den Einflu$ von Lauge auf Teichmannsches Himin, 
Himatoprosthetin und Hamoglobin. 
Von 
Alfred Herzog. 
(Aus dem Physiol.-chem. Institut der kénigl. ungar. Universitat Budapes 
(Eingegangen am 3. Juli 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Da Lauge auf das Haminmolekil einen verandernden Einflul 


ausubt, ist eine bereits altbekannte Beobachtung. Dasselbe gilt auch i: 
bezug auf den EinfluB8 von Lauge auf Hamoglobin. Wahrend diese 


EinfluB auf Hamoglobin schon 6fter Gegenstand von Untersuchungen 


war!, sind Experimente in bezug auf den EinfluB von Lauge auf di 
isolierte prosthetische Gruppe nicht bekannt. Die nicht befriedigen«: 
Kristallisation von Chlorhamatoprosthetin? lenkte meine Aufmerksam 
keit auf den verandernden EinfluB der Lauge und es ist mir auc! 
gelungen, diesen durch spektrophotometrische Untersuchungen am 
7 cichmannschen Hamin und am Hamatoprosthetin festzuhalten und auch 
im weiteren dem LaugeneinfluB auf Hamoglobin gegeniiberzustelle: 

Es zeigt bekanntlich eine saure Lésung von Hamin einen Licht 
absorptionsstreifen im Rot, eine alkalische Lésung einen solchen im 
Gelbgriin, welche Erscheinungen auch beim Hamatoprosthetin? Geltung 
haben. Einer Beobachtung von Poldermann?* zufolge bleibt die Licht 
absorption einer Héminlésung in n 10 NaOH nicht konstant, sonder 
andert sich beim Stehenlassen im Bereiche zwischen 590 und 575 mu. 
also am ,,Minimum“. Bei Untersuchungen mit Himatoprosthetin 
‘stieB ich auf dieselbe Erscheinung. Ich habe dann diese Anderung des 
Spektrums beim Teichmannschen Himin und Himatoprostheti: 
untersucht und gefunden, daB sie von Einwirkungsdauer und Konzen- 
tration der Lauge abhangig ist. Die Veranderung ist bei aufmerksame! 
Betrachtung auch schon spektrokopisch und aus der Farbe der Lésung 
zu erkennen und kann spektrophotometrisch ziffernmaBig festgehalten 
werden. Die durch den EinfluB von Lauge verschiedener Konzentratior 
auf Teichmannsches Himin und Hamatoprosthetin bewirkte Ver 
anderung im Spektrum ist aus den Tabellen I und II und der Abb. | 
im experimentellen Teil deutlich zu erkennen. Das Léslicherwerde: 
von Hamatoprosthetinpraparaten in Pyridin-Chloroform beim Alter 


! F. Haurowitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 232, 151, 1935. — ? A. Herzog 
diese Zeitschr. 280. 148, 1935. 3 Derselbe, ebenda 264, 412, 1933; 26s. 
260. 1934. —4J. Poldermann, ebenda 251, 452, 1932. 
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Eintlu®8 von Lauge auf Hamin usw. 157 


Praparate !, die spektrophotometrisch nachgewiesenen Veranderungen 
Teichmannschem Hamin und Hamatoprosthetin beim Behandeln 
mit Lauge weisen wohl auf wesentliche Veranderungen im Gefiige des 
Molekiils hin, die unter gewissen Einfliissen vor sich gehen kénnen. 
Sie machen auch die Ungleichheit in der Kristallisation von Chlor- 
matoprosthetin und auch von 7'eichmannschem Hamin verstandlich, 
s durch Lésen in verdiinnter Lauge und Einfiihren in siedenden mit 
HCl versetzten Eisessig umkristallisiert wurde. Diese Veranderungen 
konnen ein Ausdruck des Uberganges in die p-Form der Hamine sein, 
e ja auch nach Hamsik auf LaugeneinfluB zuriickgefiihrt werden kann 2. 
Es kann ferner mit dieser Veranderung der Befund Hill und Holdens 
Zusammenhang stehen, die fanden, dab Teichmannsches Hamin 
beim Behandeln mit Lauge seine Fahigkeit zur Kopplung mit nativem 
Globin verliert’. J. Brickner glaubt heute, dab auch der spektrophoto- 
metrisch ermittelte Unterschied zwischen seinem und dem Partosschen 
\meisensdurehamin* lediglich auf das Lésungsmittel (verschiedene 
Laugenkonzentration) zuruckzuftihren ist. Aueh die Tatsache, dab 
Hamatin, das aus 7'eichmannschem Hamin durch Lésen in verdiinnter 
Lauge und Saurezusatz amorph gewonnen wird, sich nicht mehr in 
einwandfrei kristallisierte Teichmannsche Kristalle zuriickiberfiihren 
liBt, diirfte mit jenen Anderungen im Molekiilgefiige im Zusammenhang 
stehen, die in der beschriebenen Anderung der Lichtabsorption Ausdruck 
finden (siehe Kiister °). 


Vom Hamoglobin ist bekannt. da® die Spaltung zwischen prostheti- 
| I 


scher Gruppe und Globin durch Laugeneinwirkung im Gegensatz zur 
Saurespaltung nicht glatt oder iberhaupt nicht von statten geht. Diese 
alte Erfahrung bestatigt sich. wenn man den in Abb. 1 mitgeteilten 
Lichtabsorptionskurven von Himatoprosthetin die von Methamoglobin 
Pferd) gegenitiberstellt, das mit Lauge verschiedener Konzentration 
behandelt worden war (Abb. 2), wobei aber die Farbstoffkonzentration 
immer gleich gehalten wurde. Keine der in Abb. 2 wiedergegebenen 
Lichtabsorptionskurven ist mit jenen in Abb. 1 identisch, ein Beweis, 
daB die prosthetische Gruppe nicht frei ist, bzw. eine Spaltung nicht 
nachweisbar ist. Der Befund bestatigt die Ergebnisse friiherer Autoren 
siehe F. Haurowitz (1. c.)]. In 0,01 °,iger NaOH zeigte sich die Licht- 
absorptionskurve von Methémoglobin in alkalischer Lésung, die bei 
Reduktion in ein Hamoglobinspektrum iiberging. In 0.1- und 1,0°,iger 
NaOH wurde nicht mehr die Lichtabsorptionskurve von Methaimo- 
globin in alkalischer Lésung, sondern die von Kathamoglobin und _ bei 


1 4. Herzog, diese Zeitschr. 280, 148. 1935. > A. Hamsik, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 148, 100, 1925. ’ Hill u. Holden, Biochem. J. 20, 
1326, 1926. 1 J. Briickner, diese Zeitschr. 268, 181, 1934. > W. Kuster, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 232, 1910. 

















LDS Ai Herzog: 


Reduktion ein Hamochromogenspektrum erhalten. Hamoglobin ¢ 
als reduzierte Form des Methamoglobins. Vielleicht ist demnach da, 
Kathamoglobin als oxydierte Form des Globinhéimochromogens auf 
zufassen. 

Zusammenfassung. 


In alkalischer Lésung verandert sich das Spektrum von Teichman: 
‘chem Hamin, Himatoprosthetin und Methaémoglobin abhangig vor 
Einwirkungsdauer und Konzentration der Lauge, welche Anderung:: 
an-cheinend der Ausdruck einer wesentlichen Anderung im Gefiig: 
des Farbstoffmolekiils sind. Eine Spaltung von Himoglobin unte: 
LaugeneinfluB konnte nicht nachgewiesen werden. 


Experimenteller Teil. 

Bei den Untersuchungen wurde in folgender Weise vorgegangen 

Fein pulverisiertes Hamatoprosthetin oder Hamin (15 bis 18 mg pr 
100 cem Lésungsmittel) wurde in 0,1 bis 0,2 °jiger Sodalésung, 0,4 ©,ige 
und | °viger NaOH gelést und die Extinktion spektrophotometrisch an de 
beiden Spektralstellen 608 und 567 mu bestimmt, wobei die erstere bei Unter 
suchung in verdiinnter Sodalésung in der Nahe eines Maximums und di 
letztere in der Nahe eines Minimums liegt. Die Untersuchungen wurden a: 
einem nach Martens und Griinbaum modifizierten Kénigschen Spektrophoto 
meter ausgefiihrt, dessen Objektivspalt auf 0,1 mm Bereite eingestellt war unc 
dessen Okularspalt ein Spektralbereich umfaBte, das im Rot 15 my. und im 
Blau 5 my. betrug. Als Lichtquelle diente eine Metallfadengliihlampe. Di 
erhaltenen Extinktionskoeffizienten sind in den Tabellen I und II eingetragen 

In 0,1- bis 0,2°,iger Sodalésung steigen zuerst die Extinktionskoeffi- 
zienten an den beiden Spektralstellen, doch beginnen sie bald bei 608 m 
wieder zu sinken und es tritt nach etwa 14 Tagen ein Ausgleich in der Hoh: 
beider Extinktionskoeffizienten ein. In 0,4°,iger NaOH bleibt die Ex 
tinktion bei 608 my unverindert, steigt aber bei 567 mu, so daB ebentfall- 
dann nach einigen Tagen beide Spektralstellen gleiche Intensitat der Licht 
absorption zeigen. In 1° jiger NaOH ergibt die Untersuchung von vorn 
herein gleiche Héhe der Extinktionskoeffizienten an beiden Stellen, di 
dann auch ungefaihr konstant bleiben. 


Aus den beiden Tabellen ist also ersichtlich, daB sich die Licht- 
absorption der jeweils einander entsprechenden Lésungen von Hamato- 


prosthetin und Hamin abhangig von der Konzentration der Laug: 
. . ee ‘aa - . . 
und deren Einwirkungsdauer verandert. Ubersichtlich kommt dies 
eranderung der Lichtabsorption in der Abb. 1 zum Ausdruck, in det 
\ 1 g der Lichtal t ler Abb. 1 Ausdruck, in d 


die spektrophotometrisch ermittelte Lichtabsorptionskurve von Hamato- 


prosthetin in 0,1- bis 0,2 %iger Sodalésung und 1 °,iger NaOH graphisc): 
dargestellt ist. Mit dieser Veranderung der Lichtabsorption tritt auch 
eine geringe Farbenverainderung derartiger Lésungen ein.  Friscli 


Farbstofflésungen in verdiinnter Sodalésung sind rot gefarbt, die Lo- 
sungen in 1 °,iger NaOH braunrot. Erstere nehmen beim Stehen eben- 


falls eine braunrote Farbe an. Bei aufmerksamer Beobachtung ist auc: 
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160 A. Herzog, 


der Unterschied im Spektrum von Hamin oder Hamatoprosthetin in y 
schieden konzentrierter Lauge spektroskopisch zu erkennen. 

Bei der Untersuchung von LaugeneinfluB auf Hamoglobin win 
eine verdiinnte Lésung von kristallisiertem Oxyhaémoglobin vom Pf 
durch Zusatz von Ferrievankalium in Methamoglobin tiberfiihrt, 

drei Portionen get 
und jede Portion 1 
Natronlauge verschied 
nen Verdiinnungsgrad 
ineiner Weise aufgefiil!t 


daB Lésungen = gleic} 

-—-— Namotoprosthenn in veradiunvrer 
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meter unter den friihe: 
beschriebenen Bedi 
gungen untersucht. Das 
Versucbsergebnis ist in 
Abb. 2 dargestellt. Di 
Konzentration der 
Lauge betrug 0,01, 0.1 
und 1.0%. 
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Soomu Gruppe ist also in Li 
ig sungen von Methamo 
AS: globin in verdiimnnte: 
Lauge nicht frei. Ein Anhaltspunkt fiir eine Spaltung laBt sich aus 
diesen Untersuchungen nicht gewinnen. In 0,01°,iger NaOH wai 
Methamoglobin in alkalischer Lésung (punktierte Kurve) vorhanden. Dv 
Lésung zeigte nach Reduktion das Spektrum reduzierten Hamoglobins 
Die beiden anderen Lichtabsorptionskurven kénnen schon als dem Kat- 
hamoglobin nahestehend angesehen werden. Bei Reduktion dieser Li 
sungen wurde ein Hamochromogenspektrum erhalten. Auch hier kam 
der Unterschied der beiden Lichtabsorptionskurven auf die verschiede: 
Laugenkonzentration zuriickgefiihrt werden, die 0,1 und 1,0° betrug 
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Weitere Vereinfachung 
der Darstellung von d(—)3-Phosphoglycerinsiure, 
Von A. Vercellone und (C. Neuberg. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Fir die Gewinnung der 3-Phosphoglycerinsiure haben C. Neuberg 
und .W. Kobel! mehrere einfache Verfahren beschrieben: diese beruhen 
auf der Benutzung von Hefe und haben die Substanz in beliebigen 
Mengen zuganglich gemacht. Man erhalt dabei direkt das kristallisierte 
saure Bariumsalz der Esterséure. Die betreffenden Vorschriften sind 
viel-einfacher als die von anderen Autoren angegebenen und zugleich 
vorteilhafter als die Arbeitsweisen, die bei Verwendung von Ferment- 
systemen tierischer Herkunft zu befolgen sind. 

Neuberg und Kobel hatten zunachst Trockenhefe oder Hefen- 
mazerationssafte benutzt, jedoch auch schon dargetan, da frische Hefe 
in Gegenwart von Toluol gleichfalls zur Bereitung des Glycerinséure- 
mono-phosphorsaure-esters brauchbar ist. Dabei kann man, da_be- 
kanntlich Hexose-di-phosphat bei Gewinnung der Phosphoglycerinsdure 
unentbehrlich ist, Phosphorylierung des Zuckers und seine Uberfiihrung 
in das Derivat der Glycerinsaure in einer Operation vornehmen. Die 
Ausbeuten — bezogen auf die eingesetzte Zuckermenge — sind aller- 


dings besser, wenn man von fertigem Hexose-di-phosphat ausgeht, das 


ja heute eine leicht darstellbare Verbindung ist. 

Es hat sich nun gezeigt, daB man bei der letztgenannten Operation 
noch gréBere Ausbeuten an Phosphoglycerinsaéure erhalt, wenn man die 
Menge der frischen Hefe steigert, wahrend das relative Verhaltnis der 
Ingredienzien sonst nicht geéndert zu werden braucht. Nicht unwichtig 
fur die Erzielung der héheren Ertrage ist es, wenn man nach der ersten, 
unmittelbar erfolgenden Kristallisation des sauren phosphoglycerin- 
sauren Bariums die Mutterlauge mit Alkohol fallt und den damit er- 
zeugten Niederschlag so aufarbeitet, wie im experimentellen Teil be- 
schrieben wird. Gelegentlich, wenn auch selten, kommt es ubrigens 
beim Arbeiten mit frischer Hefe vor — vielleicht bedingt durch ihr 
anhaftende Verunreinigungen —, daB die primare Kristallisation des 
sauren Bariumsalzes ausbleibt oder sparlich ist; dann fiihrt aber dis 
Fallung mit Alkohol (vergallt) zum Ziel und zu guten Ausbeuten. 

Die Ertrage beliefen sich bei Neuberg und Kobel, wenn man sie auf 
den angewandten Zucker berechnen will, auf 13 g kristallisiertes saures 
Bariumsalz aus 100 g Zucker. Bei der neuen Arbeitsweise kristallisierte 
direkt durchschnittlich die doppelte Menge aus, und bei Verarbeitung 
des mit Alkohol aus der Mutterlauge ausgefallten Materials erhalt man 
insgesamt das Dreifache. (Cbrigens kann man auch mit Trockenhefe 

1 Zeitschr. f. angew. Chem. 46, 220, 1933; diese Zeitschr. 260, 241, 1933; 
263, 219, 1933; 264, 456, 1933; Zeitschr. f. angew. Chem. 46, 711, 1933. 
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162 A. Vercellone u. C. Neuberg. 


durch die angefiihrte Aufarbeitung der Mutterlauge die Ausbeu 
ungefahr verdoppeln.) 

Das Reaktionsgemisch war folgendermaben zusammengesetzt : 

700 cem */, mol. Phosphatlésung, px = 6,6, 

560 ,, 3%ige Natrium-hexose-di-phosphatlésung, 

840 ,, 2°,ige Acetaldehydlésung, 

560 ,, 20° ige Glucoselésung, 

140 0,2 mol. Natriumfluoridlésung, 

700 g pene SchultheiB-Patzenhofer-Hefe, 

70 cem Toluol. 
Versuchsdauer 3!/, Stunden bei 37° unter 6fterem Umschiitteln. Kohlen- 
dioxyd wurde nicht entwickelt. (Tritt Garung ein, so ist mehr Toluo! 
zuzufiigen. ) 

Nach 3!/, Stunden wurde die Hefe abzentrifugiert, die Fliissigkeit 
mit Ammoniak schwach alkalisch gemacht und mit der notwendigen 
Menge 20°% iger Magnesiumacetatlésung das anorganische Phosphat 
gefallt. Das Filtrat wurde mit Essigséure neutralisiert, mit 370 ccm 
Kisessig und 175 cem 50° ,iger Barium-acetatlésung versetzt und von 
einem schnell entstehenden flockigen Niederschlag abfiltriert. Dic 
Lésung wurde nach kraftigem Anreiben 1'/, Tage im Eisschrank auf 
bewahrt. 32,6 g Rohprodukt wurden erhalten, die nach der iiblichen 

Xeinigung 28,9 g reines Bariumsalz lieferten (I). Die Reinheit wurde 
durch die optische Drehung kontrolliert. (Hier wie bei den spate 
anfallenden Fraktionen bleibt das von O. Meyerhof und W. Kiessling! 
jiingst isolierte Isomere in Lésung.) 

Das Filtrat wurde mit der gleichen Menge vergilltem 100 °%igem 


Alkohol versetzt; nach 24 Stunden wurde der ausgefallene amorphe ( 
Niederschlag (II) abzentrifugiert und mit 700 cem Wasser unter Um 
riihren gewaschen. Der durch Zentrifugieren gesammelte unléslicl: 
. Anteil wurde mit 2 n Salzséure bis zur kongosauren Reaktion digeriert 

Der dabei ungeléste Teil wurde abgesaugt, mit Alkohol gewaschen 
und getrocknet. Er bestand aus 3-phosphoglycerinsaurem Barium 
Ausbeute: 2g Rohprodukt und daraus 1,3 g reines saures Barium 
salz. Die salzsaure Lésung wurde dann mit Natronlauge bis zur schwac)) 
kongosauren Reaktion abgestumpft und mit 25°, des Volumens a1 
Alkohol versetzt. Darauf kristallisierten in 24 bis 36 Stunden 18,7 ¢ 
Xohprodukt aus, die nach der Reinigung 15,0 g einwandfreies kristalli- 
siertes Bariumsalz lieferten. Totalausbeute: 45 g reines Salz. 

Kleine Mengen, deren praparative Aufarbeitung jedoch nicht  reclit 
verlohnt, kann man noch aus der Mutterlauge der ersten flockigen Alkoho 
faillung (II) durch Zugabe von mehr Alkohol gewinnen. 


In weniger gut gelungenen Ansaétzen wurden 35 bis 40 g des sauren 


Bariumsalzes der d-Phosphoglycerinsaéure erhalten. 
Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 276, 239, 1935. 





Phosphorylierung mit lebender Hefe. 


Von 
C. Neuberg. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Die Frage, ob sich auch beim normalen Garakt mit frischer Hefe 
Hexose-di-phosphorsiure bildet, oder ob sie nur unter besonderen ex- 
perimentellen Bedingungen mit irgendwie vorbehandelten Hefen (Hefe 
in Gegenwart antiseptischer Mittel, Hefenmazerationssaft, Trocken- 
hefe, dabei in allen Fallen unter gleichzeitiger Beigabe von sehr groBen 
Mengen phosphorsaurer Salze) hervorgebracht und angehauft wird, ist 
sehr verschieden beantwortet. 

Auf A. Harden! geht die Anschauung zuriick, da} das Zymo-di- 
phosphat in lebender Hefe intracellular entsteht und von den Per- 
meabilitaétsverhaltnissen abgesehen — deshalb sich in der AuBenfliissig- 
keit nicht ansammelt, weil es in dem MaBe, wie es erzeugt wird, weiter 
umgesetzt wird. O. Meyerhof und W. Kiessling* haben jiingst eine Er- 
klarung dafiir vorgeschlagen, wie man sich das passagere Auftreten 
einer besonderen_,,labilen‘‘ Hexose-di-phosphorséure in der lebenden 
Zelle vorstellen kann. Eine Bildung von Hexose-phosphat mit leben- 
der, ungeschadigter Hefe scheint sich im allgemeinen nicht experimentell 
verwirklichen zu lassen. Im Laufe der letzten 20 Jahre* sind immer und 
immer wieder vergebliche Versuche zur Lésung dieser Aufgabe vor- 
genommen; einen Erfolg haben jedoch gelegentlich A. v. Lebedew* 
und H.v. Euler® verzeichnen kénnen. Nun haben C. Neuberg und 
J. Leibowitz® gezeigt, dag’ man aus Hexose-mono-phosphaten, und zwar 
sowohl aus dem sogenannten Neuberg-ester als aus dem Robison-ester 
(Versuche mit letzterem nicht publiziert) typisches Hexose-di-phosphat 
erhalten und in Substanz abscheiden kann; der Eintritt dieser Reaktion 
wurde mit frischer Unterhefe erreicht, allerdings nur in Anwesenheit 
eines die Zellen beeinflussenden Mittels, nimlich des Toluols. Auf 
Grund des Girverlaufs, den die Hexose-mono-phosphorsiureester in 
Hefesaft aufweisen, haben O. Meyerhof und K. Lohmann? den SchluB 


1 Siehe A. Harden, Alcoholic Fermentation. 4th Edition, 1932. — 
2 O. Meyerhof u. W. Kiessling, Naturw. 23, 501, 1935. 3 C. Neuberg, 
E. Farber, A. Levite u. E. Schwenk, diese Zeitschr. 88, 244, 1917; C. Neuberg, 
ebenda 108, 320, 1920; C. Newberg und M. Kobel, ebenda 174, 480, 1926. 
— 4 A.v.Lebedew, ebenda 28, 227, 1910. — 5 H.v. Euler, ebenda 86, 
340, 1918. — & C. Neuberg u. J. Leibowitz, ebenda 187, 481, 1927; s. auch 
Z. Dische, diese Zeitschr. 274, 51, 1934. 70. Meyerhof und K. Lohmann, 
ebenda, 185, 113, 1927. 
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gezogen, daB diese Hexose-ester zur Halfte de-phosphoryliert werde 
wahrend die andere Halfte di-phosphoryliert wird 

Diese Beobachtung war Veranlassung zu Experimenten, mit lebend: 
Hefe auf analogem Wege aus Mono-phosphat das Di-phosphat zu bereite: 
Dies gelang nicht, auch nicht nach Hinzufiigung von Zucker oder vor 
Phosphaten oder von Phosphaten plus Zymohexosen (Glucose, Fructos: 
oder Mannose). Einen gangbaren Weg eréffneten die neuen Befund: 
von K. Lohmann, O. Meyerhof, I. K. Parnas u. a., die uns die Kenntnis 
vom Mechanismus der Umesterung zwischen heterogenen Verbindungen 
gebracht haben; hierbei spielen Adenylsaure und Kreatin (Parnasscli 
Reaktion) eine besondere Rolle. 

Bringt man Fructose-mono-phosphat und Adenylsaure (aus Muskeln 
mit frischer Hefe ohne irgendwelche weiteren Zugaben zusammen, so 
entstehen typisches Hexose-di-phosphat und Adenylpyrophosphorsaure 
(Adenosin-triphosphorsaure). 

Es bleibe zundchst dahingestellt, ob die einfache Formulierung: 
4 Hexose-mono-phosphat + 1 Adenylsiure = 1 Hexose-di-phosphat 
+3 Hexose + 1 Adenylpyrophosphat berechtigt ist!. Jedenfalls erscheint 
eine Teillésung des Problems insofern gelungen, als mit lebender Hefe 
und einem natiirlichen, auch in der Hefe vorkommenden Zellbestandteil* 
aus einem ebenfalls mit Hefe darstellbaren Substrat® Hexose-di-phosphat 
gewonnen ist. Es sei erwahnt, daB J. K. Parnas, P. Ostern und T'. Mann‘ 
sowie Z. Dische (l.c.) die theoretische Méglichkeit eines in gewissem 
Sinne umgekehrten Vorganges in Erwagung gezogen haben; erstere 
entwickelten z. B. die Vorstellung, daB die Glykogenolyse im Muskel 
im Sinne der Formulierung: Adenosin-triphosphorséiure + Glykogen 
—> Hexose-di-phosphat + Adenylséure vor sich gehe. C.G. Holmberg”, 
der Cozymase und Adenylsaure fiir identisch oder verwandt ansieht 
hat friiher die Gleichung Hexose-di-phosphat + Cozymase = 2 Trios 
+ Adenosin-triphosphorsaure angegeben. 

Versuche, auf analoge Weise aus 3-Phosphoglycerinséure mit leben- 
der Hefe biochemisch Di-phosphoglycerinséure darzustellen, deren 
Bildungsart® noch unbekannt ist, schlugen fehl. Die Méglichkeit eine: 
solchen Umsetzung schien zu bestehen, da nach F. Lipmann? in Hefe- 

' Nicht ohne weiteres abzulehnen erscheint die Méglichkeit einer vo1 
herigen Spaltung der Adenylsaure, da analoge phosphatatische Hydrolyse: 
durch lebende Hefe (C. Newberg und K. Noack, diese Zeitschr. 30, 505, 191! 
bekannt sind; vgl. J. Noguchi, ebenda 147, 255, 1924. — * F. Lindner, 
H. 218, 12, 1933. - 3 C, Neuberg u. J. Leibowitz, diese Zeitschr. 191, 450, 
1927; siehe auch B. Tanké u. R. Robison, Biochem. J.29, 961, 1935. — 4.4K 
Parnas, P.Ostern u. T'. Mann, diese Zeitschr. 275, 74, 1934. — 5 C.G. Holmberg. 
Kungl. fysiogr. Salisk. Lund, 3. No. 8, 1933. 6 Vielleicht kommt Phosphat 
addition an Phosphobrenztraubenséure in Betracht. 7 F. Lipmann, diese 
Zeitschr. 274, 412, 1934; siehe auch C. Mann-Lutwak, ebenda 275, 167, 1935 
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iften Phosphoglycerinsaure eine ahnliche Funktion wie Hexosephosphat 
bei der Angarung erfillen kann. Statt einer Di-phosphorylierung bewirkt 
Hefe! jedoch den bekannten Ubergang in Brenztraubensadure (bzw. in 
deren carboxylatische Umwandlungsprodukte), und gleichzeitig entsteht 
aus der Adenylséure wiederum ihre Pyrophosphat-verbindung?. 

Auf die méglichen Beziehungen dieser Vo: ginge zur Rolle des Co- 
Ferments, das mit der sogen. t-Adenylséure zusammenhangt?, sei hier 
verwiesen, ebenso auf den Umstand, daB die Nucleinsaéuren, zu denen ja 
die Adenylséure gehért, als Stimulatoren der Garung bekannt sind ‘. 
Im Hinblick auf die Co-Fermentfrage ist die Hefenmenge (siehe unten) 
vroB bemessen, um die anorganischen und organischen Aktivatoren 
reichlich in das System einzubringen; aus dem gleichen Grunde wurden 
auch die Substrate als Kaliumsalze angewendet, da das Kalium-ion, 
wie das Magnesium-icn (Lohmann) nicht ohne Bedeutung ist°. 


14,5 g Newberg-ester® als Kaliumsalz, bereitet aus der Bariumverbindung 
mit Kaliumsulfat, wurde in wasseriger Lésung (1450 cem) mit einem Uber- 
schuB an Adenylsaure (7,5 g), gleichfalls als Kaliumsalz in 100 cem H,O, 
und 400g frischer abgepreBter Unterhefe versetzt. Durch Zugabe von 
etwas Milchséure wurde schwach saure Reaktion (px 6,4) hergestellt. 
Nach einstiindiger Aufbewahrung bei 28°, wahrend der eine maBige Kohlen- 
sdure-entwicklung zu beobachten war, wurde kurz aufgekocht und filtriert. 
Da unter diesen Bedingungen nur wenig Protein in Lésung geht, eriibrigt sich 
eine besondere EnteiweiBung. Die klare Fliissigkeit kann daher nach 
genauer Neutralisation und abermaliger Filtration direkt mit Barium- 
acetat behandelt werden. Die Abscheidung der Bariumverbindungen 
wird durch Zugabe von 10 Vol.-°, Alkohol vervollstandigt. Nach vier- 
stiindigem Stehen in der Kalte wird abgesaugt, mit 10 °,igem Alkohol, dann 
mit absolutem Alkohol und schlieBlich mit Ather gewaschen. Sobald der 
Ather verdunstet ist, wird ohne weitere Trocknung der gesamte Nieder- 
schlag nach den Angaben von C. Newberg und S. Sahetay? behandelt. Da- 
durch erreicht man eine, wenn auch unzweifelhaft nicht quantitative Ab- 
trennung des Hexose-di-phosphats von den Adenosinderivaten. Beim 
Erwarmen im siedenden Wasserbade scheidet sich das Bariumsalz des Zymo- 
di-phosphats ab (das des Mono-phosphats ist léslich). Die gefallte Substanz 
wird in der Warme abgesaugt, mit heiBem Wasser ausgewaschen, noch feucht 


' C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 260, 241, 1933 und 263, 219, 
1933; vgl. auch C. Neuberg, W. Schuchardt u. A. Vercellone, ebenda 271, 229, 
1934. — * Mit Problemen, die den dargelegten verwandt sind, beschaftigen 
sich Parnas und Mitarbeiter, woriiber sie in Kurzem berichten werden. 

3 H.v. Euleru. K. Myrbdck, H. 177, 237, 1928; 199, 189, 1931; R. Nilsson 
und H.v. Euler, H. 204, 204, 1932; 208, 173, 1932; K. M yrbdck, ebenda 225, 
199, 1934; K. Lohmann, diese Zeitschr. 237, 445, 1931; 241, 67, 1931. 

4 C. Neuberg u. M. Sandberg, ebenda 121, 231, 192i; 125, 214, 1921. 

° OC. Neuberg und E. Schwenk, ebenda 71, 85 u. 135, 1915; A. Harden, 
Bioch. Journ. 11, 64, 1917: C. Neuberg, diese Zeitschr. 88, 202, 1918. 

§ Derselbe, ebenda 88, 432, 1918; dort auch die Angabe, dali der Mono- 
ester von lebender Hefe vergoren werden kann. 7 C. Neuberg u. 
S. Sabetay, ebenda 161, 240, 1925. 
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wieder in viel kaltem Wasser gelést, von Beimengungen durch Filtrati: 
getrennt und durch Erwarmen erneut abgeschieden. Durch Wiederholung: 
dieser Prozedur erhielt man reines hexose-di-phosphorsaures Barium. § 
war frei von N-haltigen Substanzen und gab keine Orcinreaktion, so da 
kein Nucleosidderivat mehr beigemischt war. Ausbeute: 2,05 g. Ba,P,O, 
Ber. 73,50%%, gef. 73,15°,. [a@]p der freien Saure: + 3,48, [¢]p des na 
C'. Neuberg und O. Dalmer' dargestellten Strychninsalzes : 19,99. I) 
einem entsprechenden Kontrollansatz (ohne adenylsaurem Kalium) konnt: 
kein Hexose-di-phosphat isoliert werden. Das erwaihnte einfache Analyse: 
vertahren ist ersichtlicherweise nur auf die Isolierung reiner Substanz ge 
richtet gewesen, es erhebt nicht den Anspruch, eine quantitative Trennungs 
methode zu sein. Tatsachlich findet man Fehlingsche Mischung direkt 
reduzierende Substanz bei den unléslichen Bariumsalzen, der Fraktion de: 
Adenosin-triphosphorsaure. 

Letztere wird nach den Angaben von K. Lohmann? den vorgeschriebenen 
ReinigungsmaBnahmen unterworfen und als Bariumsalz isoliert. (Ber 
P 10,05 %, gef. P 10,45 °,). Dieses ist dann frei von Hexose-di 


phosphat. Schon die Bildung des unléslichen Bariumsalzes einer Purin, 


Pentose und Phosphorsiaure enthaltenden Verbindung zeigt die Anwesenheit 
der Adenosin-triphosphorsaure an; das Bariumsalz der als Ausgangsmateria! 


verwendeten Adenylsaure ist in 10 °,igem Alkohol léslich. Fiir die Ausbeute 
(0,42 g) gilt auch das zuvor gesagte, da das Trennungsverfahren nur fiir die 


prinzipielle Entscheidung geeignet, sonst aber unvollkommen ist. 

Auf die Wiedergabe der Versuche mit der Kombination 3-phospho 
glycerinsaures Kalium plus Adenylséiure kann verzichtet werden, da Di 
phosphoglycerinsaiure nicht gefunden wurde und die Isolierung des Pyru 
vinats oft beschrieben ist. Die Trennung des unveranderten Ausgangs 


materials 3-Phosphoglycerinsiure vom Adenylpyrophosphat kann nach 
dem selben Prinzip erfolgen; denn das Strontiumsalz der Glycerinséure 
mono-phosphorsaure ist in der Kalte bedeutend léslicher als in der Warme * 


' OC. Neuberg und O. Dalmer, diese Zeitschr. 1381, 191, 1922. 
2 K. Lohmann, ebenda 233, 460, 1931: 254, 381, 1932. 3 OC, Neuberq 
u. JW. Kobel, ebenda 272, 461, 1934. 
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Uber Vergirung von Triosen durch Hefen. 


Von 
C. Neuberg und E. Hofmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Wie wir vor einiger Zeit berichten konnten, wurde eine Reihe 
neuer Hefen ausfindig gemacht!, die beide Triosen — Glycerinaldehyd 
und Dioxyaceton oline weiteres, d.h. ohne vorherige Gewéhnung 
an diese Substrate, vergaren. Als Erreger, der die Ketotriose mit 
Sicherheit angreift, war bis dahin nur der Saccharomycodes Ludwigii 
bekannt. Uber die einschlagige Literatur wie Problemstellung ist in 
unserer erwahnten Abhandlung das Wesentlichste mitgeteilt?. Die dort 
gegebenen Ausfiihrungen belegen wir durch die nachstehend — be- 
schriebenen experimentellen Daten. 


I. Versuche mit Schizosaccharomyces Pombe (Lindner). 


Eine Kultur von Schizosaccharomyces Pombe wurde uns vor 
mehreren Jahren dankenswerterweise von Professor F. Ehrlich in Breslau 
iiberlassen. In der Zwischenzeit ist der Erreger auf Bierwiirze- Agar 
weitergeziichtet worden. 


Zur Gewinnung gréBerer Mengen dieser Spalthefe wurden sterile 
Drigalski-Schalen mit gekochtem Bierwiirze-agar beschickt, nach dem 
Erkalten mit einer Vorkultur von Schizosaccharomyces Pombe beimpft 
und 3 Tage bei 30° aufbewahrt. Nach dieser Zeit war die ganze Ober- 
fliche des Nahrbodens mit Hefe bewachsen. Diese wurde mit sterilem 
Leitungswasser abgeschwemmt, durch Zentrifugieren gesammelt und 
durch Anriihren mit keimfreiem Wasser und erneutes Zentrifugieren 
mehrmals gewaschen. 


Ernte von zehn Drigalski-Schalen 11,5 g frische abgepreBte Hefe 
etwa 2,3g¢ Trockenhefe. 


1 OC, Neuberg u. E. Hofmann, Naturw. 23, 484, 1935. 2 Uber die 
Vergdrung des d, l-Glycerinaldehyds durch B. coli und B. lactis aerogenes, 
wobei unter anderem optisch-aktiver Glycerinaldehyd entsteht, haben 
C. Neuberg (diese Zeitschr. 228, 259, 1930) sowie A. J. Virtanen u. J. v. Hau- 
sen (H. 204, 235, 1932) berichtet. — Die Umwandlung des Dioxyacetons 
durch B. coli haben A.J. Virtanen, H. Karstrém u. O. Turpeinen (H. 187, 
7, 1930) in eingehenden Versuchen studiert; ihr an die Ketotriose gew6hntes 
Bacterium erzeugte aus dem 3-Kohlenstoffzucker Substanzen, die qualitativ 
und quantitativ von den Umsetzungsprodukten der Glucose verschieden 
waren. 











C. Neuberg u. E. Hofmann: 


a) Versuche im GasmeBgefap. 

3 g frische Hefe wurden in 30 cem sterilem Leitungswasser suspe1 
diert, das 0,2% KH,PO, enthielt. Zu dieser Aufschwemmung kamen 
die unten angegebenen Zusatze von 0,3 g Dioxyaceton baw. 0,3 g d, |- 
Glycerinaldehyd (véllig rein, aus Methylalkohol umkristallisiert). Das 
Volumen betrug infolge der Zugabe von Hefe nunmehr 33 cem; von der 
Aufschwemmung wurden je 30 ccm in Eudiometer eingefiillt und dari: 
bei 26 bis 28° belassen. 

Ansatz 1: 30 cem Pombehefe-suspension ohne weiteren Zusatz. 
» 2: wie 1, mit Zusatz von Dioxyaceton. 
3: wie 1, mit Zusatz von d, 1-Glycerinaldehyd. 

Die Triosen sind bei den vorstehenden wie auch bei allen folgenden 
Versuchen in Form 5° iger Lésungen zugefiigt worden, die mindestens 
24 Stunden friiher bereitet waren, also die Zucker in monomolekularer 
Form enthielten. Die entwickelte Menge CO, wurde wiederholt wahrend 
der Dauer des Versuchs sowie bei Abbruch desselben abgelesen, nachdem 
vorher durch Senken der Birne des Eudiometers der gréBte Teil des 
gelésten Kohlendioxyds in Freiheit gesetzt war. Zur Ermittelung des 
entstandenen Alkohols wurde die Fliissigkeit dem Eudiometer ent- 
nommen und durch Zentrifugieren von Hefe befreit. Dann wurde ein 
bestimmter Anteil abdestilliert und in einem wiederum gemessenen 
Teil des Destillats der Alkoholgehalt nach der Methode von Zeisel- 
Fanto-Stritar festgestellt. Die Kohlenséure-entwicklung zeigte an, daf 
die Garung in fast allen Fallen schon nach 24 Stunden beendet war ; trotz- 
dem wurden die Versuche erst nach 44 bis 48 Stunden abgebrochen. 





mg CO» Nach 24 Std. sind gefunden 


mg Alkohol in 
nach nach dem 10cem Lisung 
24 Std. 44 Std. entsprechenden 
Destillat 


Ansatz, CO, in °/9 der Alkohol in %/y der 


gesamtmiglichen gesamtmiglichen 
Menge Menge 


1 4.0 4.4 5,5 ~- 
2 98,2 114,6 40,7 5,¢ 76,4 
3 38,4 45,0 20,7 27, 36,4 
Da sich bislang kein asymmetrischer Angriff des d, ]-Glycerin- 
aldehyds behaupten ]aéBt (s. 8. 170), so ist die Ausbeute auf das ganze 
Ausgangsmaterial berechnet. 
b) GréBere Versuche mit Schizosaccharomyces Pombe, Glycerinaldehyd und 
Dioxyaceton. 
Ansatz 1: 2 g der frischen Pombehefe in 50 ccm sterilem Leitungswasser, 
enthaltend 0,2% KH,PO,. 
4g der frischen Pombehefe in 80 ccm sterilem Leitungs 
wasser, enthaltend 0,2°% KH,PO, + 1g Glycerinaldehyd in 
20 cem sterilem Leitungswasser. 
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\nsatz 3: 4g der frischen Pombehefe in 80 ccm sterilem Leitungs- 
wasser, enthaltend 0.2% KH,PO, + 1g Dioxyaceton in 
20 ccm sterilem Leitungswasser. 

Die Ansaétze wurden bei 30° aufbewahrt und gelegentlich umge- 
schittelt; den Abbau der Triose verfolgten wir durch Bestimmung der 
Reduktionskraft der Versuchslésungen zu Beginn, nach 24, nach 48 
sowie nach 68 Stunden, und zwar in klardurch Macherey-Papier filtrierten 
Anteilen von 5 cem. 

Diese Proben lieferten nach der Methode von Lehmann-Maquenn 
folgende Daten: 





‘ny in 5ee jdsung Abnahme der Reduktion 
iden Bei mg Cu in 5cem Lésung in 68 Std 
tens Ansatz ; 

nach 0 Std. | nach 24 Std. | nach 48 Std. nach 68 Std. in mg Cu 

arer 
‘end 4,4 4,8 5,1 5,0 — 
moa 70,8 54,3 50,1 50,0 21,4 

’ é 72,4 28,4 18,2 14,2 58,8 
des 
des Da bei Ansatz 2 Glycerinaldehyd nur zu etwa ein Drittel vergoren 
ent- war, wurde geprift, ob der Rest der Triose als solche vorhanden oder 
ein etwa in eine andere Verbindung tibergefiihrt worden war. Zu diesem 
nen Zwecke wurden 10 cem filtrierter Lésung nach den Angaben von C. Neu- 
sel. berg, E. Farber, A. Levite und E. Schwenk! mit Schwefelsaure destilliert. 
dal Aus der Halfte des 60 ccm betragenden Destillats wurde das Methyl- 


otz- glyoxal als Bis-2, 4-Di-nitrophenylhydrazon gefallt und bestimmt. 
hen. [— Gefunden wurden 175,4 mg Hydrazon = 29,2 mg Methylglyoxal. Da 
5eem einer 1%igen Lésung von Glycerinaldehyd theoretisch 40 mg 
Ketonaldehyd liefern kénnen und die zu Methylglyoxal fiihrende 
Destillation mit Saure praktisch quantitativ erfolgt, so ergibt sich auch 
aus dieser Analyse, daB eine Vergarung des Glycerinaldehyds zu etwa 
30°, stattgefunden hatte und der Rest unverandert als 'Triose vorlag. 


chen 


Il. Versuche mit Hansenula (Willia) javanica (Groenewege). 
Diese Hefe hatte sich bei Versuchen von C. Newberg und M. Kobel 
auf wasserigen Ausziigen frischer Tabakblaitter angesiedelt; Fraulein 
Edith Wetf hat sie daraus rein geziichtet; Herr Prof. P. Lindner, Berlin, 
sowie Herr Dr. Lodder in Kluyvers Laboratorium zu Delft haben sie 
und identifiziert. Allen den Genannten sind wir zu Dank verpflichtet. 


Fiir die folgenden Ansitze wurde die Hefe so hérangeziichtet, wie 


bei Schizosaccharomyces Pombe beschrieben ; nach den dort gemachten 


Angaben wurden auch die Versuche ausgefiihrt. 


tO; Ni uberg, E. Fdrber, A. Levite u. E. Schwenk, diese Zeitschr. 83, 
262, 1917. 








C. Neuberg u. E. Hofmann: 


a) Versuche im Gasmefgefap. 
Ansatz 1: 30 ccm Hefesuspension ohne weiteren Zusatz. 
2: 30. ,, Hefesuspension mit Dioxyaceton. 
3: 30 ,,  Hefesuspension mit Glycerinaldehyd. 





Nach 44 Std. waren entstanden 


mg (Oz, aus mg Alkohol aus | ., } : 
30eem Suspension dem 10cem Lisung CO» in % o der Alkohol in ° oa 
entsprechenden gesamtmiglichen gesamtmiglich« 
Destillat Menge Menge 


Ansatz 


9,6 ~ - 
104,6 24, 64,7 36,6 
40,6 27,2 15,0 


b) GréBere Versuche mit Hansenula (Willia) javanica. 
Ansatz 1: 2g  frische Hefe + 50cem_ steriles Leitungswasser 
0,2% KH,PO,. 
2g frische Hefe + 50 ccm steriles Leitungswasser mit 
0.2% KH,PO, + 0,5 g Dioxyaceton. 
l2 ¢ 
( 


90 
0,2 /0 


frische Hefe + 300 ccm. steriles Leitungswasser mit 
KH,PO, + 3g Glycerinaldehyd. 





Abnahme der Reduktion 
in 44 Std. 


Aus 5 cem filtrierter Lisung mg Cu 
Ansatz 


nach 0 Std. nach 20Std. nach 44Std. in mg Cu in %9 
5,4 5,0 4,8 0,6 — 


70,8 42.5 22,6 48,9 69,1 
69,2 52,2 46,0 22.6 35,4 


Nach Abbruch der Versuche wurde die Lésung aus Ansatz 2 durch 
Zentrifugieren von der Hefe befreit und im Vakuum zum Sirup kon- 
zentriert. Beim Aufnehmen in Alkohol blieb ein Riickstand. Er wurde 
durch Filtrieren entfernt, das Filtrat erneut eingeengt und der Sirup 
wieder mit Alkohol extrahiert, wobei nochmals Verunreinigungen aus- 
fielen. Das eingeengte alkoholische Filtrat ergab den nicht angegriffenen 
Glycerinaldehyd in sirupéser Form, Seine Lésung in Wasser wies schwacli 
Linksdrehung auf. Sie war jedoch nicht sicher auf optisch aktiven 
Aldehyd zuriickzufiihren ; denn das aus der vorliegenden Fliissigkeit mit 
2, 4-Di-nitrophenyl-hydrazin nach den Angaben von C. Neuberg und 
H. Collatz hergestellte Hydrazon war, in Essigester gelést, optiscl 
inaktiv, freilich bei nur 2% iger Konzentration, die der Kigenfarbe wegen 
gewahlt wurde. 


' OC. Neuberg u. H. Collatz, diese Zeitschr. 228, 494, 1930. 





Vergarung von Triosen durch Hefen. 


Ill. Versuche mit Willia anomala (Hansen). 
Auch diese Hefe wurde auf Bierwiirze-agar herangeziichtet und 
wie bei I. und II. fiir die folgenden Eudiometer-versuche benutzt. 
30 cem Hefesuspension (3g frische Williahefe in 30 ccm sterilem 
Leitungswasser suspendiert, das 0,2% KH,PO, gelést enthielt). 
30 ccm Hefesuspension -+ Dioxyaceton (0,3 g in 33 cem Suspension). 
30 ccm Hefesuspension -+- Glycerinaldehyd (03g in 33 ccm Sus- 


pension). 





mg CO» Nach 44 Std. sind gefunden 


mg Alkohol in . : aa 

nach nach dem 10cem Lisung COz in 9 der Alkohol in °/9 der 

24 Std. 44 Std. entsprechenden gesamtmdglichen gesamtmdglichen 
Destillat Menge Menge 


29,8 
6,6 


6,0 
35,0 
16,0 


to 


Ors 
THO LO 


~ 


In den Versuchen mit Willia anomala und ebenso in denen mit 
Hansenula javanica ist die Menge Alkohol geringer als der jeweils 
gemessenen Menge CQO, entspricht. Es ist jedoch bekannt, daB Willia- 
(Hansenula-)arten entstandenen Athylalkohol weiter verarbeiten, wie 
das neuerdings wieder von EF. A. Plevako und M. E. Cheban' bei Ver- 
suchen mit Monilia murmanica beobachtet worden ist. 


Anhang. 
IV. Versuche mit untergiiriger Bierhefe. 


3g frischer abgepreBter Bierhefe (SchultheiB-Patzenhofer Brauerei, 
Berlin) wurden wie bei den Versuchen I bis III in 30 cem sterilem Leitungs- 
wasser mit 0,2°5 KH,PO, aufgeschwemmt. Von dieser Suspension wurden 
30 cem in Eudiometer gefiillt (Ansatz 1). Ansatz 2 enthielt Dioxyaceton, 
Ansatz 3 Glycerinaldehyd. 





mg COs Nach 44 Std. waren vorhanden 


mg Alkohol 
Ansatz in dem 10cem 
nach 24 Std nach 44 Std. Lisung 
entsprechenden 
Destillat 


CO» in %/9 Alkohol in ° 
der gesamt- der gesamt- 
moiglichen modglichen 
Menge Menge 

mit 
und 17,0 17,6 22.3 --- 
: 38,8 444 34,3 11,4 24.9 


12,8 14,4 25,8 0.0 7.5 


1 EB. A. Plevako u. M. E. Cheban, Russisch. J. of General, Agric. and 
Ind. Microbiol. 4, 95, 1935. 








172 C. Neuberg u. E. Hofmann. 


Das Zentrifugat aus den Ansatzen 2 und 3 reduzierte nach 44 Stunden 
noch stark Fehlingsche Mischung. 


V. Versuche mit obergiriger Bierhefe. 

Mit je 3g frischer obergiriger Hefe (Sinner PreBhefe) wurden, wie 
unter IV. beschrieben ist, drei Versuche in Eudiometern angestellt. Ansatz 3 
enthielt Dioxyaceton, Ansatz 2 Glycerinaldehyd. Folgende Resultate waren 
zu verzeichnen. 





mg CO» Nach 44 Std. waren vorhanden 


mg Alkohol 
Ansatz in dem 10 cem 
nach 24 Std. nach 44 Std. Lisung 
entsprechenden 
Destillat 


COzg in %/5 Alkohol in ¢ 

der gesamt- der gesamt- 

miglichen miglichen 
Menge Menge 


3,6 3,6 3, — — 
16,0 17,2 ie 4.2 9,2 
38,8 54,0 6, 12,0 28,7 


Die zentrifugierten Lésungen aus den Ansatzen 2 und 3 reduzieren 


nach 44 Stunden noch stark Fehlingsche Mischung. 

Wegen der Selbstgirung und wegen des Gehalts der frischen Hefen an 
priformiertem Alkohol' waren die Ausschlage nur beim Dioxyaceton 
deutlich. 


1 CO. Neuberg u. J. Kerb, Zeitschr. f. Garungsphysiol. 1, 114, 1912; 
diese Zeitschr. 48, 494, 1912. 
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